








Zur Frage der Fraktionierung der Serumproteine. 


Ill. Mitteilung: 
Die Siurefillung. 


Von 
G. Ettisech und W. Beck. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chen.ie und Elektro. 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 4. Marz 1926.) 


Die in friiheren Abhandlungen erwahnten elektrodialytischen 
Versuche zeigten immer wieder, daB es bei der Ausfaillung des Globulins 
auf eine gleichzeitige Einwirkung der Elektrolyte und der H-Ionen- 
konzentration ankommt, in dem Sinne, daB eine gréBere Elektrolyt- 
konzentration auch bei einer merklichen Erniedrigung des p,,-Wertes 
die Ausfaillung verhindert. Auf diesen Umstand ist bereits von Michaelis 
und Rona’) hingewiesen worden auf Grund von Messungen der Koagu- 
lationsgeschwindigkeit. Wir vermiB®ten aber Angaben in der Literatur, 
die sich unmittelbar mit unseren elektrodialytischen Versuchen ver- 
gleichen lieBen. Daher méchten wir im nachfolgenden Versuche mit- 
teilen, bei denen die Ausfiallung des Globulins bei wechselndem p,,-Werte 
und bei Verschiebung der Elektrolytkonzentration am Serum selbst 
verfolgt wurde. Als Indikator diente uns dabei die Menge des aus- 
gefallenen Globulins. Die einfache Beobachtung und Abschitzung der 
ausgefallenen Mengen fiihrt zu erheblichen Irrtiimern, da die Protein- 
kérper unter Umstiinden recht verschiedene Wassermengen zu binden 
imstande sind und demgemia8 der Niederschlag auch jeweils verschieden 
aussieht und verschiedenes Volumen einnimmt. 

Zu diesen Versuchen wurde das Serum so verwandt wie zu den 
vorhergegangenen. Je 50 ccm davon wurden — ein Drittel verdiinnt — 





1) Diese Zeitschr. 27, 38, 1910; 28, 193, 1910. 
Biochemische Zeitschrift Band 172. l 
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mit steigenden Mengen n/10 HC! versetzt. Diese Lésung wurde sodann 
der elektrometrischen py-Bestimmung unterworfen sowie ihr Eiweib- 
gehalt festgestellt. Dieses geschah mittels der N-Bestimmung nach 
der Mikro-Kjeldahlmethode. Tabelle I zeigt das Ergebnis. 


Tabelle I, 





Verdiinnt | Eiweits- Eiweif- 
mit HCl Pu konzen- konzen- aaa 


| Bemerkungen 
com } tration A tration B 


- 7,6 3,6 —- — Serum |, verdiiunt, 
45 7,1 34 3,4 —_ kaum getriibt 
7,5 6,6 2,98 2,99 0,01 leichte Triibung 
10,0 6,17 3,12 3,15 0,03 ] 
12,5 5,73 2,8 2,87 0,07 
14,5 5,53 2,71 2,78 0,07 
16,0 5,31 2,70 2,75 0,05 
17,0 5,08 2,63 2,66 0,03 | 
18,0 4,9 2,64 2,66 0,02 
20,0 4,58 2,54 2,55 0,01 
25.0 4,50 2.40 2.40 — kaum getriibt 


leichte Triibung, 
| geringe Flockenbildung 


leichte Triibung 


—SCOCMAOT KR WHO 


=—— 


A. Die Eiweifkonzentration wurde analytisch bestimmt. 
B. Die EiweifSkonzentration wurde unter Beriicksichtigung der Verdiinnung berechnet. 


Man bemerkt, dai der fillende EinfluB der Saure bei Elektrolyt- 
gegenwart auBerst gering ist, daB nur jeweils hundertstel Prozente 
ausflocken. Ist der EiweiBgehalt etwa zu 3,6 Proz. berechnet, so ist 
die stirkste geflockte Eiweifimenge die bei p,, = 5,73 und 5,31 auf 
0,07 bestimmt, d. h. etwa 2 Proz. Man wire geneigt, diesen Ausfall 
allein dem Umstand zuzuschreiben, daB man durch den Saurezusatz 
die Konzentration am Ausgangselektrolyt weiter um etwa ein Drittel 
verdiinnte. Versuche, bei denen aber statt der Saure eine entsprechende 
Wassermenge zugesetzt wurde, ergaben keine EiweiBausfillung. Es 
handelt sich also tatsichlich um eine Wirkung der Siure. Weiterhin 
ist zu bemerken, daB, solange man im Bereich von p, > 7,0 bleibt, 
wihrend die Elektrolytkonzentration ihren urspriinglichen Wert hat, 
iiberhaupt nichts ausfillt, daB vielmehr ein Niederschlag sich erst 
ankiindigt, sobald man unter py = 7,0 kommt; ferner daf in der 
Gegend um py, = 4,0 jegliche Fiallung wieder verschwindet. Es zeigt 
sich also, daB beim Durchschreiten des py-Bereiches von etwa 4,0 bis 7,0 
eine Triibung stattfindet. Somit ergibt sich, daB auch unter diesen 
doch recht verinderten Bedingungen das Gesamteuglobulin sich grund- 
satzlich genau so verhilt, wie in den Versuchen von Hitisch und Runge’). 
Diese hatten ja gefunden, daB, wenn man Euglobulin aus einem auf 


1) Kolloid-Zeitschr. 88, 26, 1925. 











Fraktionierung der Serumproteine. ILI. 3 


das Zehnfache verdiinnten Serum durch CO,-Einleiten ausflockt, ab- 
zentrifugiert und wieder zu peptisieren versucht, dieses nur gelingt, 
wenn das py kleiner als 4,0 und gréBer als 7,0 ist. Die Ergebnisse der 
Tabelle | weichen nur insofern von dem bekannten Verhalten ab, als 
das Maximum der ausgefallenen Globulinmenge bei einem pg-Werte 
von etwa 5,7 liegt. Der isoelektrische Punkt des Euglobulins liegt 
aber bei ~ 6,5, und dort findet man auch eine maximale Ausfillung, 
wenn man mit relativ elektrolytfreien Globulinlésungen arbeitet. 
Wir glauben nicht, daB es sich im obigen Falle um eine Verschiebung 
des isoelektrischen Punktes handelt, sondern méchten dieses einer 
peptisierenden Wirkung der im Serum enthaltenen Elektrolyte, 
namentlich des NaCl, zuschreiben. Sie kénnte zur Folge haben, dab 
erst bei einem kleineren py-Werte der Eiwei®ausfall sein Maximum 
erreicht. 

Um den Einflu8 der Verdiinnung zu priifen, wurde eine ahnliche 
Versuchsreihe wie in Tabelle I durchgefiihrt, nur bei geringerer Elektrolyt- 
konzentration. Es wurden zu je 50 ccm Serum — ein Drittel mit Wasser 
verdiinnt — 17 ccm Wasser hinzugefiigt und darauf weiter zu je 50 ccm 
wechselnde H,O- und n/10 HCl-Mengen in der Weise, daB stets der 
gesamte Verdiinnungsgrad konstant gehalten wird (s. Tabelle 11). 








Tabelle IT. P 
diinnt | Verdiinnt | Fiweif- 
Nr. mit H,O | mit HCl Pu ieneee> Proz. ~~ Bemerkungen 
com ecm tration | cane. 
12 17,0 — 8,0 28 — kaum getriibt 
13 95 75 6,95 2,71 0,09 triibe 
14 7,0 10,0 | 6,28 2,55 0,25 triibe, Flocken 
15 5.0 12,0 | 5,74 2,63 0,17 i - 
16 3,0 14,0 5,60 2,71 0,09 kaum getriibt 
17 — 17,0 5,06 2,75 0,05 klar 


Man sieht, da wiederum nach Unterschreiten von py = 7,0 ein 
Ausfall von Proteinen beginnt, der aber entsprechend der stirkeren 
Verdiinnung schon bei py = 6,85 den Maximalwert der Tabelle I 
bei py = 5,73 an GréBe iibertrifft, wenngleich er immer noch gering- 
fiigig ist gegeniiber einem Werte von gleichem pg bei elektrolytfreiem 
Serum. AuBerdem ist festzustellen, daB dieser Punkt des maximalen 
Euglobulinausfalls hier gegeniiber den von Tabelle 1 niher an den 
isoelektrischen Punkt von reiner Euglobulinlésung herangeriickt ist. 
Fiigt man nur 17 cem n/10 HCl hinzu, ohne weitere Verdiinnung, 
so sieht man, ganz entsprechend der Tabelle 1, trotz eines py-Wertes 
von 5,06 nur einen ganz schwachen EjiweiBausfall. 





———_~ 
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Tabelle 111 zeigt, daB weitere Verdiinnung durchaus im gleichen 
Sinne wirkt. Es wurden je 50 ccm Serum in der Verdiinnung 1 : 9 mit 
steigenden Mengen n/10 HCl versetzt. 


Tabelle III. 





Verdiinnt Eiweif- Fiweif- P Eugl 
mit HCl Pu konzen- konzens ee, _ 
com | tration A tration B —- 


Bemerkungen 

| 
7,9 0,66 aa klar 
75 0,61 0,65 0, kaum getriibt 
7,4 0,55 0,65 ’ triibe 
5.87 0,53 0,64 triibe, Flocken 
5,06 0,48 0,62 \ » 
4,2 — — — klar 


Auch hier ergibt sich grundsiatzlich ein gleiches Bild wie vorher. 
Das Maximum der Ausfillung liegt hier wahrscheinlich zwischen 
Versuch 20 und 21, also offenbar in der Nahe des isoelektrischen 
Punktes. Es ist demnach aus diesen Versuchen zu schlieBen, daB der 
verhaltnismaBig groBe EiweiBausfall bei einem py-Werte von 7,4 allein 
auf einem Entzug der Elektrolyte beruht. 

SchlieBlich muBte am entgegengesetzten Ende der Versuchsreihen 
Saurefallung mit ganz unverdiinntem Serum stehen. Um den Gegensatz 
dieser Saurewirkung zu der auf verdiinntes Serum recht deutlich heraus- 
zukehren, wurden diese Veisuche erst hier angereiht. Es tritt damit 
Tabelle IV der Tabelle III gegeniiber. Je 25ccm Serum wurden mit 
steigenden Mengen n/100 HCl versetzt. 


Tabelle IV. 





Verdiinnt | Verdiinnt 
mit HCl Pu |  Bemerkungen mit H,O Bemerkungen 


ccm 


Zz 


—- 7,62 klar klar 

5 7,68 ‘o 
10 7,65 * 
15 7,55 " 
20 7,32 2 
27,5 2,23 stark triibe , kaum getriibt 


=S8eNe8 


Noch bei py = 7,23 war kaum eine Triibung vorhanden, nur ein 
unzentrifugierbarer Schleier, wihrend bei Nr. 20 der Tabelle III (bei 
Pu = 7,4) bereits 0,1 Proz. Euglobulin ausgefallen war. Fiigte man 
weiter Siure hinzu, so wurde der Niederschlag nicht merklich starker, 
bei py ~ 4,0 dagegen trat véllige Klirung ein. Um auch hier Saure- 
und Verdiinnungswirkung méglichst zu trennen, wurde der alleinige 
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EinfluB einer Verdiinnung festgestellt. Den Siuremengen entsprechend, 
wurde destilliertes Wasser zugefiigt. Es ergab sich kein wesentlicher 
Unterschied in bezug auf die Fillungswirkung. 

Weiterhin seien noch einige Versuche iiber den peptisierenden 
KinfluB der Elektrolyte auf das Euglobulin hier angefiigt. 

In Serum von der Verdiinnung 1: 9 wurde CO, eingeleitet bis zur 
Sattigung (py = 5,8). Es fielen 0,16 Proz. EiweiB aus. Dieser geringe 
Bruchteil entspricht fast genau dem Werte Nr. 21 von Tabelle III. 
Wenn man nun das Protein abzentrifugiert und es in einer Na Cl-Lésung 
(0,1 proz., Py = 7,1) zu peptisieren versucht, so wurde nur ein kleiner 
Teil davon peptisiert. Dieses erscheint kaum verwunderlich, wenn 
man bedenkt, daB der physiologische Neutralpunkt bei etwa 7,4 gelegen 
ist und die Wirksamkeit der OH-Ionen gerade auf das Globulin — 
dessen Siurendissoziation bedeutend stirker ist als seine Basen- 
dissoziation — eine besonders groBe ist. Dazu kommt wohl noch fiir 
das Serum die Anwesenheit noch anderer, gut peptisierender mehr- 
wertiger Ionen. Es stellt sich aber heraus, da eine véllige Peptisation 
erst bei p, = 9,5 eintrat und nicht bei 7,4. Dieses wurde durch Zusatz 
von n/l0 NaOH erreicht. Schiittelt man Globulin 6 Stunden lang 
mit Normosal, so erhilt man bei physiologischem p,,-Wert nur eine 
0,8 proz. Lésung, wihrend das Serum sicherlich einen gréBeren Globulin- 
gehalt als 3 Proz. besitzt. Dieser Umstand scheint darauf hinzudeuten, 
worauf bereits eine Reihe von Forschern aufmerksam gemacht hat, 
namlich darauf, daB das Serum ein bestimmtes inneres Gefiige hat. 
Die einzelnen Proteinkérper stehen in einer Art Zusammenhang, und 
es sind daher gewisse Eingriffe nicht in strengem Sinne umkehrbar. 
Wenn man iibrigens in jene Globulinlésung, die bei p,, = 9,5 peptisiert 
wurde, wieder CO, bis zum Siittigungswert einleitete, erhielt man 
einen quantitativen Ausfall des EiweiBes innerhalb der Fehlergrenzen. 
Stellte man die ganze Versuchsreihe anstatt mit CO, in genau der 
gleichen Weise mit n/100 HCl an, so erhielt man dieselben Ergebnisse. 
SchlieBlich wurde das Euglobulin, das bei CO,-Sattigung aus verdiinntem 
Serum (1:9) ausgefallen war, mit einer lproz. NaCl-Lésung aufge- 
nommen. Es ging ein gréBerer Bruchteil in Lésung als bei obiger 
0,lproz. NaCl-Lésung, namlich 0,2 Proz. (p, =7,1). Die vollige 
Klarung trat bereits bei p,, = 9,0 auf. Leitet man wiederum in diese 
Lésung CO, bis zur Sattigung ein (p,, = 5,9), so fallen diesmal kaum 
sichtbare Proteinmengen aus. 

Bei Vergleich der nachfolgenden Tabellen stellt sich der bedeutsame 
EinfluB der Elektrolyte auf die Fillbarkeit des Euglobulins (auf dieses 
allein erstreckt sich vorerst die Untersuchung) heraus. Die Tabellen V 
und VI fiihren in einer Zusammenstellung aus Werten der Tabellen I 
bis IV dieses deutlich vor Augen. 











6 G. Ettisch u. W. Beck: 








Tabelle V. 
Nr. Pu ae Bemerkungen 
32 | 5,08 0,03 | Serum '), ver- [8] 
33. || = 5,06 0,05 diinnt und mit [17] 
34 | 5,06 0.14 | HCI versetzt [22] 
35 5,37 49,2 bis 15 mA unter E, D. 
Tabelle VI. 
Nr. Pu —? Bemerkungen 
36 7,56 28,7 bis 82 mA unter E. D. 
37 7,4 0,1 Serum '/, ver- [20] 
38 7,1 — diinnt und mit [2] 
39 7,3 _ | HCI versetzt [30] 


ae der Nummer in der eckigen Klammer ist der betreffende Versuch in den Protokollen 
zu nden. 

Es ergibt sich demnach, daB man den Elektrolytzusitzen des 
Serums einen starken peptisierenden EinfluB zuschreiben muB. Dabei 
zeigt Tabelle VI, daB dieser Einflu8 unabhingig davon ist, ob bereits 
saure Reaktion herrscht oder nicht, so wie es sich auch schon im ersten 
Teil der Arbeit bei der Elektrodialyse herausgestellt hatte. Diese 
Eigenschaft der Serumelektrolyte war bisher kaum geniigend gewiirdigt. 
Ihre puffernde Wirkung stand so im Vordergrunde, daB man ihre 
zweite, nicht weniger wesentliche, iibersah. Die ganze Versuchsfolge 
zeigt aber klar, daB dort, wo die Pufferwirkung bereits nicht mehr 
vorhanden ist, doch die peptisierende Wirkung sich ausgesprochen 
kundgibt. Im allgemeinen kommt es — eben infolge der Pufferwirkung 
der Elektrolyte, der EiweiBkérper und besonders héchstwahrscheinlich 
des Himoglobins — im Blute zu keiner starken Sauerung, indessen ist 
wohl die Méglichkeit gegeben, daB in den Zellen und Geweben selbst, 
also lokal, waihrend der Funktion (Kontraktion, Sekretion, kurz bei 
jeder Arbeitsleistung) eine Reaktion auftritt, die erheblich unter dem 
physiologischen Neutralpunkt (p, = 7,4) und auch dem Wasserneutral- 
punkt (p, = 7,05) liegt. Da wird sich dieser Peptisationseffekt ein- 
stellen, demzufolge eine grobe Ausfiallung von EiweiBkérpern verhindert 
wird. Freilich laBt sich Genaues hieriiber noch nicht aussagen, da 
wir tiber den Charakter der in den jeweiligen Zellen vorhandenen 
Proteine noch zu unzulanglich orientiert sind. Man wird daher generell 
noch die Méglichkeit offen lassen miissen, da8 unter Umstiinden solche 
Proteine in den betreffenden Zellen vorhanden sind, deren Fillungs- 
bedingungen gegeniiber Siuzen etwas anders liegen, als dies beim Euglo- 
bulin der Fall ist ; dann wiirde der Elektrolytgehalt allein fiir die Nicht- 
fillung bei relativ starker Siuregegenwart nicht verantwortlich gemacht 
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werden kénnen. Jedenfalls ist es wahrscheinlich, daB man in der Regel 
mit diesem peptisierenden EinfluB der Elektrolyte wird rechnen miissen. 
Noch mehr werden sie wohl bei pathologischen Zustanden ihre Wirk- 
samkeit in schiitzender Weise zu enthalten vermégen. Es sei hier nur 
darauf hingewiesen, daB bei gewissen Nierenerkrankungen sowie im 
Coma diabeticum Straub und K. Meier!) py-Werte bis 6,67 feststellen 
konnten. Bei elektrolytfreiem Serum entspricht einem solchen Saure- 
grad ein vollstdindiger Euglobulinausfall, der naturgemaB bereits bei 
héherem p,,-Werte einsetzt. Allein infolge der peptisierenden Wirkung 
der Elektrolyte wird hier — wie es unsere Versuche zeigten -- die 
Ausfallung verhindert. 


Erérterung der Versuchsergebnisse. 


Es sei noch kurz besprochen, wieweit einige unserer Erfahrungen 
mit denen anderer Forscher im Einklang stehen: Da ist zunichst die 
Beobachtung, die sich uns immer wieder aufdriingte, daB man das 
einmal ausgefallene Globulin nicht ohne weiteres in einer Fliissigkeit 
peptisieren kann, die méglichst angendhert die Zusammensetzung des 
nach der Globulinausfallung verbleibenden Serums besitzt. Der Vorgang 
der Ausfillung scheint also nicht véllig wmkehrbar zu sein. Vielmehr 
hat es den Anschein, als ob eine gewisse Struktur des Serums durch 
die Globulinfallung zerstért worden ist, die nicht wieder hergestellt 
werden kann. Diese Erfahrung stimmt tiberein mit den neueren Unter- 
suchungen und Ansichten von R. Fiirth®), sowie von R. Fiirth und 
Keller*). 

Die genannten Autoren untersuchten eine Reihe physikalischer 
Konstanten von solechem Serum, dem kleine Mengen Alkohol zugesetzt 
worden waren. Sie mafen davon die Dielektrizitatskonstante, Leit- 
fahigkeit, Oberflachenspannung, Viskositaét, Lichtbrechung sowie die 
Drehung der Ebene des polarisierten Lichtes. Aus ihren Unter- 
suchungen ergibt sich, daB die iibliche Vorstellung kaum zu Recht 
bestehen kann, nach der neben den anorganischen Elektrolytionen 
die Proteinionen bzw. -molekiile in verhaltnismaBig freiem Bewegungs- 
zustand sich befinden. Es scheint vielmehr hervorzugehen, daB sehr 
wenig freies Wasser im Serum vorhanden ist, so daB sich — im Zu- 


1) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 125, 477, 1918; s. auch Sonne und 
Jarlév, diese Zeitschr. 124, 379, 1918. 

*) Ann. d. Phys. 70, 63, 1923; s. auch Fiirth und Pechhold, Kolloid- 
Zeitschr. 87, 193, 1925; Fiirth und Bliih, ebendaselbst 84, 129, 1924, diese 
Zeitschr. 146, 198, 1924. 

8) Diese Zeitschr. 141, 187, 1923; s. auch R. Keller, ebendaselbst 186, 
163, 1923; Kolloid-Zeitschr. 29, 193, 1921. 
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sammenhang mit arideren Erscheinungen — die Vorstellung eines 
gewissen Gefiiges im Serum aufdriingt. 


In diesem Zusammenhang ist wohl auch darauf hinzuweisen, daf 
das Serum ein konzentriertes Sol darstellt. In diesen konzentrierten 
Solen hat man neuerdings nachweisen kénnen, daB selbst Teilchen 
gleicher Art zu charakteristischen Strukturen zusammentreten kénnen. 
Jedenfalls verhalten sich konzentrierte Sole des V,0;, Fe,O, und andere 
nicht so, als seien ihre Teilchen unabhingig voneinander. Sie iiben 
vielmehr durch ihre Ionenhiillen schon in verhaltnismaBig griBeren 
Entfernungen merkliche Kraftwirkung aufeinander aus [Haber") Zocher?)}. 
Ahnliche Erscheinungen hat man in konzentrierteren Seifenlésungen 
nachgewiesen, namentlich wenn sie nicht eine einzige Seife enthalten, 
sondern Gemische etwa von einem Oleat und einem Stearat [Freundlich 
und H.J.Jores*)}. Das Serum ist, wie gesagt, so konzentriert, dai 
men allen Grund zu der Annahme hat, es besiBe eine ebensolche 
Struktur. Méglicherweise ist der von Langmuir‘) geiuBerte Gedanke 
sehr fruchtbar, es seien die hydrophilen — COO H- und — N H,-Gruppen 
in den EiweiBteilchen értlich anders gelegen als die hydrophoben 
(,,ligen“*) — CH,-Gruppen usw. Auch dieses kénnte eine gewisse An- 
ordnung der EiweiBteilchen im Serum bedingen, und zwar in der Weise, 
daB die — CH,- usw. Gruppen zueinander eine gréBere Affinitat zeigen 
als zu den Lésungsmitteln, wihrend die hydrophilen Gruppen sich an 
die Wassermolekiile anlagern. Dieses Verhalten wiirde gleichfalls 
eine ,,Struktur“bildung bewirken. 


Zu der schwierigen Frage, warum die Elektrolyte auf die Proteine 
peptisierend wirken, bringt die vorliegende Arbeit noch keine weitere 
Aufklirung. Man hat neuerdings versucht, die Theorie von Debye 
und Hiickel auf den EinfluB der Elektrolyte auf die Proteine im Serum 
anzuwenden. Wir méchten nicht verschweigen, daB wir dagegen grobe 
Bedenken haben. Diese Theorie mit allen ihren Weiterbildungen 
(Debye und Mc Aulay, Schdrer usw.) hat ihre fest umgrenzten Voraus- 
setzungen, die nicht aus dem Auge gelassen werden diirfen. Sie treffen 
auf das Serum schon darum nicht zu, weil sie ihre Giiltigkeit samt 
und sonders nur fiir recht verdiinnte Lésungen besitzen (~ m/100), 
das Serum aber mit seinen Elektrolyten (>m/5 Lésung!) gehért in 
den Bereich der konzentrierten Lésungen. Es sei auf die vielen anderen 
Unstimmigkeiten bei der Anwendung jener schénen Theorie auf das 
Serum hier nicht naher eingegangen. Es sei nur erwihnt, daB man 


1) Journ. of the Franklin-Inst. 1925, S. 450 ff. 

2) Zeitschr. f. anorg. Chem. 147, 91, 1925. 

8) Kolloid-Zeitschr. 86, 241, 1925. 

*) Journ. of the Amer. Chem. Soc. 39, 1848ff., 1917. 
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selbst vor der unmittelbaren Ubertragung der Hiickelschen!) Theorie 
der konzentrierten starken Elektrolyte auf das Serum aus naheliegenden 
Griinden wird warnen miissen. 


Zusammenfassung. 


Es zeigt sich, daB die Elektrolyte des Serums einen wesentlichen 
EinfluB bei der Proteinfallung durch Séuren ausiiben, und zwar ist: 

1. bei normalem Elektrolytgehalt eine Ausfillung durch Saure 
unmdglich ; 

2. die Menge des ausfallenden Proteins um so gréBer, je elektrolyt- 
freier das Serum ist; 

3. das Maximum an Protein erhiltlich bei Elektrolytfreiheit unter 
gleichzeitigem Durchschreiten des isoelektrischen Punktes.  Steigt 
die H-lonenkonzentration, so kann unterhalb p,, = 4 Wiederauflésung 
eintreten. 

Ferner lassen gewisse Versuche darauf schlieBen, da bei der 
Proteinfaliung ein gewisser innerer Zusammenhang des Serums zerstért 
wird, der nicht wieder herstellbar ist. Insbesondere gelingt es nicht, 
die Globulinmenge, die das Serum besitzt — bei gleichem p,,-Wert 
und gleichem Elektrolytgehalt — wieder in Lésung zu bringen. 

Herrn Prof. Freundlich méchten wir fiir sein stetes Interesse an 


diesen Arbeiten sowie fiir die Férderung, die wir durch ihn erfuhren, 
herzlich danken. 

Dem einen von uns (Beck) wurde diese Arbeit erméglicht durch 
Mittel, die die Notgemeinschaft deutscher Wissenschaft in entgegen- 
kommender Weise bereitgestellt hatte. Wir méchten ihr auch an 
dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 


1) Physik. Zeitschr. 26, 93, 1925. 








Radiometrische Mikroanalyse. II. 
Von 
Rudolf Ehrenberg. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Géttingen.) 
(Eingegangen am 9. Marz 1926.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


In der ersten Mitteilung') wurden die allgemeinen Prinzipien einer 
Mikroanalyse dargelegt, welche die verschiedenen Bestimmungsarten — 
Calcium, Phosphat, Sulfat — in einer Fillungsreaktion radioaktiv 
infizierten Bleies ausmiinden l4Bt und den Aktivitatsverlust elektro- 
metrisch miBt. 

Der Ausbau der Methodik geht in zwei Richtungen weiter: Die 
Stéigerung der Empfindlichkeit ist zu erreichen durch Verkleinerung 
der Apparatur und damit der Volumina, in denen die Fallungsreaktionen 
vorgenommen werden, ferner durch Verstiirkung der Aktivitat, also 
Anreicherung des aktiven Bleiisotops (Thorium B), und durch Ver- 
wendung eines hochempfindlichen Elektrometers; die Ausdehunng 
des Anwendungsbereichs ist auf jede Bestimmung miéglich, die sich 
auf Fiallung oder Wiederliésung eines Bleisalzes hinausfiihren liBt. 

In der erstgenannten Richtung wird die Entwicklung der Methode 
fortschreiten, wenn ein in Auftrag gegebenes Elektrometer zur Ver- 
fiigung stehen wird, dessen Empfindlichkeit das 200fache des bisher 
verwendeten betriigt, sowie nach Beschaffung einer gréBeren Menge 
von Radiothor?). In der vorliegenden Mitteilung soll die Ausarbeitung 
der Methode zur Titration sowie iiber einige weitere technische Er- 
fahrungen berichtet werden. 

Eine Fehlerquelle ist bedingt in der Adsorption des radioaktiven 
Isotops an das Glas der Zentrifugenréhrchen, Pipetten usw., sie ist zu be- 
kampfen durch Auskochen des Glases mit konzentrierten Bleilésungen 


und nachfolgendes Wassern, ferner durch Arbeiten mit nicht allzu geringen 
Konzentrationen an inaktivem Blei. In den nachfolgenden Bestimmungen 


1) Diese Zeitschr. 164, 183, 1925. 
2) Die Beschaffung erméglichte eine Unterstiitzung durch die Not- 
gemeinschaft der deutschen Wissenschaft. 
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wurde n.10-* Pb als niedrigste Konzentration yerwandt. Durch die 
Pipettierung bedingte Fehler lassen sich durch Verwendung ein und der- 
selben Pipette (Ausblaspipette) innerhalb einer Bestimmungsreihe redu- 
zieren, auBerdem wurde jeder Punkt der Reihe mit mindestens drei, meist 
vier Parallelbestimmungen festgelegt, wobei unter AusschluB gréber ab- 
weichender Werte gemittelt wurde. Letzteres geschah auch, um die Unvoll- 
kommenheit des bisher benutzten Abfallelektrometers auszugleichen, 
diese Fehlerquelle fallt kiinftig fort. Bei der Einfachheit und Schnelligkeit 
der erforderlichen Manipulationen ist die VergréBerung der Zahl der Be- 
stimmungen kein beachtlicher Nachteil, wenn geniigend Emanation zur 
Verfiigung steht. 

Die Niederschlige wurden neuerdings stets in kapillar endigenden 
Zentrifugenréhrehen erzeugt, die iiberstehende Lésung direkt heraus- 
pipettiert. Gingen der Fallung des infizierten Bleis andere voraus, so wurden 
sie alle in demselben Réhrchen unter mehrmaligem Zentrifugieren vorge- 
nommen, so wird z. B. das zu bestimmende Calcium mit iiberschiissiger 
n/100 Ammonoxalatlésung gefallt, nach langerem Stehen zentrifugiert, 
das restierende Oxalat mit iiberschiissiger infizierter m/1000 Bleinitratlésung 
gefallt, wieder zentrifugiert, aus der tiberstehenden Lésung ein Volumen 
auf ein Uhrschalchen pipettiert, eingetrocknet und die Aktivitét am Elektro- 
meter bestimmt. 

Beispiel. Verschiedene Mengen n/1000 CaCl, mit Wasser auf 0,16 cem, 
dazu 0,03 cem n/100 Ammonoxalat, nach Abzentrifugieren dazu 0,2 ccm 
m/1000 Bleinitrat infiziert, je 0,5ccm Wasser, zentrifugiert, 0,65 ccm 
eingedampft. Kontrollen: A. 0,69ccem Wasser + 0,2ccem Blei (infiziert). 
B. 0,66 ccm Wasser + 0,03 com Oxalat + 0,2 cem Pb (infiziert). 





Tabelle 1. 
A B | O15 | 0155 0,16ccem n/1000 CaCl, 
Aktiv (Teilstriche in 10 Sek.) 1,860 0,820 1,249 1,462 1,553 
0.868 1.241 1.421 1571 


Analog wurde die Bariumbestimmung als Sulfat — in Ausarbeitung 
einer CO,-Bestimmung — angesetzt: 

0,2cermn H,O bzw. n/100, n/200, n/400 Ba(OH), + 0,2 n/100 H, SO, 
+ 0,2n/100 Pb(NO,), (infiziert) + 0,2cem H,O; 0,5cem eingedampft. 

Kontrolle: 0,6cem H,O + 0,2cem Pb (infiziert), Aktivitaten wie 
oben (die untereinander stehenden Zahlen sind Parallelbestimmungen). 





Tabelle 11. 

H,O n/100 n 200 n/400 Ba(OH), Kontrolle 
0253 | 0,336 0441 | 0,742 0,972 
0249 «3©| 0,305 0419 0.763 0/921 
0.249 0,326 0403 0.747 0.903 


Setzt man den Mittelwert der ersten Spalte gleich 100, so ergibt 
sich fiir die Ba-Mengen die Aktivitatskurve I (Abb. 1). Der entsprechend 
bezeichnete Punkt ergab sich iibereinstimmend in zehn Parallelbestim- 
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mungen, wenn die n/100 Barytlésung mit CO, gesattigt und von dem 
Niederschlag abzentrifugiert war, er entspricht also der Bariumcarbonat- 
sittigung. Die Methode eignet sich demnach zur genauen Léslichkeits- 
bestimmung aller schwer léslichen Salze, deren Kation eine empfindliche 
Fallungsreaktion mit Blei gemeinsam hat. 


% 
300 





—— 


x’ ~CO2= Sdthgung 


| 
~ 72/400 7200 “Bal0H}, 7100 


Abb. 1. Versuch vom 2. Marz 1926. 0,2 ccm. 








In vielen Fallen wird es erwiinscht sein, die Aktivitatsbestimmung 
aus mehreren verschiedenartigen Bestimmungsreihen zu _vereinigen, 
um mit einer Eichungsreihe auszukommen. Man fiihrt dann die jeweils 
abschlieBende Bleireaktion mit inaktiver Bleilésung aus und bestimmt 
in einem bestimmten Volumen den Bleigehalt nach Zusatz eines 
Volumens aktivierter Lésung und Ausfiihrung einer quantitativ be- 
stimmten Bleifallung. Fiir die letzte Reaktion hat sich die Carbonat- 
faillung als geeignet erwiesen. 


Tabelle III (Abb. 2). 


0,leem bleihaltiger Lésung + 0,leem m/1000 Pb (infiziert) + 0,1 ccm 
m/1000 Na,CO, + 0,lcem H,O, eingedampft 0,25 cem. 





Kontrolle | 0,1 0,05 0,025 0,01 0,0 10-6 mol. 


1785 | 0,603 0,281 | 0,162 0,110 0,099 
1,746 0,560 0,261 0,161 0,118 0,100 
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Tabelle IV (Abb 3). 


0,25 cem bleihaltiger Lésung + 0,25 cem m/1000 Pb (infiziert) + 0,25 ceem 


m/1000 Na,CO, 0,5 ccm eingedampft. 


























Kontrolle 0.2500 0,1875 0.1250 0,0625 10-* mol. i 
0,807 0,291 0,226 0,180 0,120 
0,752 0,290 0,228 0,181 0,121 
30 Ee. 2 a a en ,; ] 
oO. 360 + + > + + + ; , + + 4 
00 Abt. . | | a2 
340r = 340} aS Ss ae Ww = 
320 + + $+-—+- -+ + + + A 320 +— + + + ; ; + 4 4 ‘ 
NGF +—_+—_+__++—_++ vA | 300 eee eee eee ae al iw , 
280 SS oe ee ae | 7s 4 + A | 280 + + + + + t + 74 ; + + 
| 
260} +++ _+- 7 +] 260}—+--+ +--+ -+-4+ of f+ __1__} 
240+-——-+ 4 4 | ae | 4 i a 4 j 240 + . + + + + A > + ; + + 4 
————_} +. ¢ = 20——.-— +4 f eee Ee Ee ee 
| ] 
200+ fob nabiahaind hh ow 7 Rese 
180+-—+ eS ee L Bail | oo 7° eee ee eee 
/ | 
160) ae’ se | 160}—+ eae 
4 " | 2 
740) - + + if + + { 140 + +— -+ + + + + + + . 
120 +1 7A + +- —+ + | 720 +—_+—+ + + + + 
100}— +—+ 4 +—+ 100}- ++ $——4_4+__t + 
= 
£0 tt own &0}+——+ ee ee eee 4 
OO <* + + 60 — + + + + + > 4 
40 — oe j 40 — =e a 
20—+ +++ +——+-_4_4 20 + +—__+_4 — 
900° 002% 106 08 O10 g0 R04 108 =O 0% «=O 26 10°° 
10°? M, Mol 
Abb. 2. Abb. 3 
Versuch vom 8. Februar 1926. Versuch vom 9. Februar 1926. 
0,1 m/1000 Pb(N Os) infiziert mit 0,25 m/1000 Pb(N Os) infiziert mit ; 
0,1 m/1000 NayCOsg gefallt. 0,25 m/1000 NO. COs gefallt. 
+ 0,1 inaktiv. Pb (NO3) versch. Konz. + 0,25 inaktiv. Pb (NOs). 





Zum Zwecke der acidimetrischen Titration hat es sich als am besten 


erwiesen, von dem Bleicarbonat auszugehen, das noch schwerer léslich 


ist 


als das Hydroxyl und einen sich besser absetzenden (weniger ad- 


sorbierten) Niederschlag gibt. 


m/ 


In der m/1000 Bleinitratlésung wird ein Teil des Bleies mit 
10 Sodalésung gefallt, von der gut durchgeriihrten Suspension in die 


Zentrifugenréhrchen pipettiert, verschiedene Mengen n/1000 bis 
n/4000 HCl zugefiigt, zu gleichen Voluminis mit Wasser aufgefiillt, 
zentrifugiert, entnommen und eingedampft. 
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Tabelle V (Abb. 4). 
10cem m/1000 Pb(NO,), + 0,04 cem m/10 Na,CQ,, davon je 0,5cem mit 


n/4000 HC] und H,O auf 1,0, 0,75cem eingedampft. 
0,5 cem n/1000 HCl aller Niederschlag gelést. In der Kurve ist der Aktivitats 
wert fiir 0,25ccm gleich 100 gesetzt. 


Kontrolle: mit 





Kontrolle 0,25 0,5 1,0 n 4000 HCl 


2.665 1,247 2,013 
2.614 1,287 1,989 


1,285 (2,142) 


| 
0.30 0,35 040 0.45 050 








060 070 080 090 100 
Abb. 4. 


Versuch vom 2. Februar 1926. 1/4000 HCI. 


Tabelle VI (Abb. 5). 


Bleinitratlésung wie Tabelle V, n/1000 HCl, Gesamtvolumen | ccm, 0,75 ccm 
Die Ordinatenwerte der Kurve sind Promille der Kontroll- 


eingedampft. 
aktivitat. 





0,25 n/1000 HC! 


Kontrolle 


0,05 0,1 
1,532 


2010 | 1,132 
| 1126 1,544 
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Als erstes Anwendungsbereich dieser Mikrotitration wurde die 
Stickstoffbestimmung des Kjeldahlstickstoffs ausgearbeitet. Es wurde 
eine kleine Apparatur zur Uberfiihrung des Ammoniaks mit Luft- 
durchsaugen angefertigt, die Luft passiert Schwefelsiure, dann ein 
langhalsiges Kélbchen von etwa 6ccm, das auf 60 bis 70° er- 
wirmt wird, nachdem es mit ammoniakfreier Luft erfiillt und 


60 Akt 








} 
| 
| 











on a -_ 16 SSS 2 es j 
°105 007 Q09 Of 03 O15 077 OM Ozi 023 O25 , A B a2 08 
K nr 
Abb. 5 Abb. 6. 
Versuch vom 21. Januar 192. NH, Bestimmung. 
" 1:0,5cem 1/1000 NH, Cl — 2,00 n/2000 HC |, 
n/1000 HCL je 04 ccm. 
B:0,25 com 1/1000 NH, Cl — 2,00 n/2000 HCl, 
je 0.4 ccm. 


zu der stickstoffhaltigen Lésung 2ccm_ gesittigte Natronlauge 
(purissimum) nachgesogen ist. Zu beachten ist, daB kein Kondens- 
wasser an den Wanden und in den Réohren bleibt. Vorgelegt 
wurde in einem engrohrigen, oben’ kugelig erweiterten Rezi- 
pienten 2cem n/2000 HCl, die nach beendigter Uberfithrung 
in einen 5-cem-MeBkolben itibergespiilt und aufgefillt wurden. 
20 Minuten Destillationsdauer. 
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Tabelle VII (Abb. 6). 


12cem m/1000 Bleinitrat (infiziert) + 0,05cem m/10 Soda, davon je 

0,5 cem zu je 1 cem enthaltend: a) steigende Mengen n/1000 HCl, b) Me3’- 

kélbcheninhalt, entsprechend 0,2ccm n/1000 HCl, vermindert um den 
Betrag des iiberfiihrten Ammoniaks. 





0,1 0,2 03 n/1000 HCI 0,25 0,5 0,5 n/1000 NH, C} 


0,856 1,126 1,402 1,042 0,964 0,968 
0,835 | 0,170 1,451 1,049 0,970 0,969 
1,097 1,500 
In der Kurve ist der Aktivitaétswert entsprechend 0,1 cem n/1000 HC! 
gleich 1,000 gesetzt. 


Die Genauigkeit in der Ubereinstimmung der beiden parallelen 
Uberfiihrungen erméglicht schon bei der Empfindlichkeit der bisherigen 
% Ada Apparaturen Unterschiede von Hundert- 
ea § _ tausendstel Milligramm  Stickstoff 
450 festzustellen, zumal bei Vermehrung 
ws) ro der Parallelbestimmungen, kiinftig ist 
a | r auf Millionstel sicher zu rechnen. 
—— Pe Fehler aus dem Stickstoffgehalt der 
- || Reagenzien sind durch Leerbestim- 
; mungen bei LEinhaltung — gleicher 
Volumina auszuschalten. 

Anhangsweise sei die Kurve einer 
CO,-Bestimmung mit n/100 Baryt 
verzeichnet, die bei Vorlage von 
2ecem Baryt und Uberfiihrung von 
0,5 bzw. 0,25 ccm m/100 Na,CO, ge- 
wonnen wurde (Abb. 7). 
| Die verbrauchten Barytmengen 
H | sind 0,12 bzw. 0,21 cem n/200, das 
1i 4 Ergebnis ist als vorlaufig anzu- 
. tet sehen, die Methode noch zu_ver- 


24, | 


0 005 89001 020 ce Q¥0 O45 050 
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bessern. 
Abb. 7. C-Bestimmung vom 23. Februar 1926. In diesen wie in den — 
n/200 Ba(OH)». gefiihrten Bestimmungen stimmen dic 
durch Verdiinnung hergestellten n- bzw. 
m/100 und m/1000 Lésungen nicht genau aufeinander, sie miissen 
natiirlich jeweils einmal eingestellt werden, es empfiehlt sich, von den 
haltbaren Lésungen gréBere Mengen anzusetzen. 
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Uber die Wirkung von Blausiuredthylester (Athylearbylamin) 
auf Schwermetallkatalysen. 


Von 
Shigeru Toda. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 11. Marz 1926.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Blausdureester sind im Jahre 1866 von Gautier entdeckt worden. 
Er erhielt sie bei der Einwirkung von Jodalkyl auf Cyansilber: 
C,H,J + 2 AgCN = (C,H,;NC)AgCN + Ag J (1) 
als komplexe Silberverbindungen, die durch Cyankalium unter Bildung 
von freiem Blausiureester und komplexem Silbercyanid zerlegt werden. 
Was die Konstitution der Blausaéureester anbetrifft, so nimmt man 
seit Nef an, daB der Kohlenstoff in ihnen, wie in der freien Blausaure, 
zweiwertig ist: 
HN =C C,H,N =C 
Blausaure Athylcarbylamin 
Die Blausiureester sind bestindig in neutraler und alkalischer 
Lésung — aus der sie unzersetzt destilliert werden kénnen —, aber 
unbestandig in saurer Liésung. Sie zerfallen in saurer Lésung jedoch 
nicht in Blausiure und Alkohol, was mit Hinblick auf ihre biologische 
Wirkung hervorgehoben sei, sondern in Ameisensiure und Amin. 
Beispielsweise reagiert Athylearbylamin nach der Gleichung 


C,H,NC + 2H,O = C,H,NH, + HCOOH, (2) 
wenn man eine wasserige schwefelsaure Lésung kurze Zeit bei Zimmer- 


temperatur stehenlaBt. Auf dieser Reaktion, die quantitativ verlauft, 
beruht eine Methede!) zur Bestimmung der Blausiiureester. Man 


1) H. Guillemard, Ann. Chim. et Phys. 14, 311, 1908. 
Biochemische Zeitschrift Band 172. 2 
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zerlegt sie mit Saure, macht alkalisch, destilliert und titriert das iiber- 
gehende Amin. 

Von anderen Eigenschaften der Blausaureester ist bemerkenswert, 
daB sie mit Schwermetallen, wie die freie Blausiure, komplexe Ver- 
bindungen bilden. Eine eingehende Untersuchung dariiber verdanken 
wir K. A. Hofmann'), der beispielsweise eine Verbindung von Ferro- 
chlorid (2 Molekiilen) und Athylearbylamin (3 Molekiilen) herstellte, 
die, in Wasser gelést, weder mit Silber die Chlorreaktion, noch mit 
Ferricyankalium die Eisenreaktion gab. Auf Grund solcher Beob- 
achtungen war zu erwarten, daB die Ester der Blausiure, ahnlich 
wie die freie Blausiure, Schwermetallkatalysen hemmen. Ich habe 
diese Frage auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg gepriift und unter- 
sucht, in welcher Weise der Athylester der Blausiure — Athylearby]- 
amin — auf die Oxydation des Cysteins und der Fructose in wiisseriger 
Lésung sowie auf die Oxydation des Leucins an Haminkohle wirkt. 


I. Reinigung des Athylearbylamins. 


Das Rohprodukt, von dem ich ausging, war Kahlbawmsches Athy|- 
carbylamin. Es enthielt, wie alle nach Gautier dargestellten Carby!- 
amine, als Verunreinigung Blausiure und Nitril. Die Blausaéure war 
durch Destillation von dem Carbylamin nicht zu trennen. 


Um die Blausiure in dem Carbylamin zu bestimmen, stellte ich 
eine n/10 wasserige Lésung her (5,5g¢:1000cem). Zu 10 ccm dieser 
Lésung fiigte ich 2cem 25proz. Ammoniak?) und 0,5 cem 32proz. 
Jodkaliumlésung, verdiinnte mit Wasser auf 100 ccm und lieB so lange 
n/100 Silbernitrat zuflieBen, bis Opaleszenz auftrat. 10 cem der Lésung 
verbrauchten beispielsweise 0,56 ccm n/100 Silbernitrat, was 1,2 ccm 
n/100 Blausaure entspricht. 

In anderen Versuchen zerlegte ich dieselbe Carbylaminlésung 
zunachst mit dem gleichen Volumen n Schwefelsiure (1 Stunde Zimmer- 
temperatur) zu Amin und Ameisensiure, destillierte dann die Blau- 
siure in eine eisgekiihlte Wasservorlage und titrierte sie in der Vorlage 
nach Deniges mit n/100 Silbernitrat. Bei dieser Anordnung erhielt 
ich die gleiche Blausiuremenge, aus 10 ccm n/10 Carbylamin 1,2 ecm 
n/100 Blausiure. Auf je 100 Molekiile Carbylamin kam also in einem 
Kahlbaumschen Praparat, das destilliert war, 1 Molekiil Blausaure. 
Man sieht daraus, wie wichtig es ist, bei allen Versuchen mit Blausaure- 
estern die freie Blausiure zu entfernen. Wie es scheint, geschah dies 
nicht in den bisher in der Literatur beschriebenen Versuchen. 


1) K. A. Hofmann und G. Bugge, Ber. 40, 3759, 1907. 
2) Methode von Deniges. 
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Zur Entfernung der Blausaure schiittelte ich 50 ccm Athylearbyl- 
amin im Scheidetrichter 10 Minuten lang zweimal mit 10 ccm n Natron- 
lauge, ein drittes Mal mit Wasser und destillierte dann zweimal, wobei 
das Carbylamin bei 78° iiberging. Dieses Priparat erwies sich, nach 
Deniges in der beschriebenen Weise gepriift, als frei von Blausiure. 

Um einen Gehalt an Nitril festzustellen, fiihrte ich das Carbyl- 
amin mit Schwefelsiure in Amin und Ameisensiure iiber und titrierte 
das Amin. 10 ccm einer n/10 Carbylaminlésung wurden mit 10 ccm 
n Schwefelsaure gemischt und blieben bei Zimmertemperatur 1 Stunde 
stehen. Dann war der Geruch nach Carbylamin verschwunden. Ich 
fiigte 20 ccm zweifach n Natronlauge und 10 ccm Wasser hinzu und 
| destillierte das gebildete Athylamin in vorgelegte n/10 Schwefelsaure. 
Der Titerverlust der Schwefelsiure, gegen Methylrot bestimmt, betrug 
98cem n/10 Saure. Mein Priparat enthielt also sicher nicht mehr 
als 2 Proz. Nitril, eine Verunreinigung, die, wie aus dem Folgenden 
hervorgeht, fiir meine Zwecke belanglos war. 


II. Reinigung des Valeronitrils. 


Neben Carbylamin habe ich auch Nitrile auf Schwermetall- 
katalysen einwirken lassen, und zwar Propionitril, das dem Athy)l- 
carbylamin isomer ist, und ein Valeronitril: 

C,H,'—CN (CH,), -CH .CH,CN 
Proponitril Valeronitril 
Wie die Carbylamine mit Nitrilen und Blausiure, so sind die Nitrile oft 
mit Carbylaminen und Blausiiure verunreinigt. Das Propionitril von 
Kahlbaum war frei von Carbylamin und Blausiiure. Das Kahlbaumsche 
Valeronitril der oben angeschriebenen Formel enthielt sowohl Carby!- 
' amin als auch Blausiure und muBte deshalb gereinigt werden. 


Zur Entfernung des Carbylamins schiittelte ich 50 ccm Valeronitril 
mit 50cem n Schwefelsiure 6 Stunden auf der Schiittelmaschine. 
Dann war der Geruch nach Carbylamin verschwunden. Ich extrahierte 
das Nitril (das bei Zimmertemperatur gegen Siuren ganz bestandig 
ist) mit Ather, trocknete den Ather mit Natriumsulfat und fraktionierte, 
wobei die bei 127 bis 128° iibergehende Fraktion aufgefangen wurde. 
Die Titration nach Deniges zeigte, daB das so gewonnene Nitril noch 
erhebliche Mengen Blausiure enthielt. Obwohl die Siedepunkte der 
Blauséure und des Valeronitrils weit auseinander liegen, kann die 
Blausiure durch Destillation nicht entfernt werden. 

Zur Entfernung der Blausiaure schiittelte ich 40 ccm des carbylamin- 
freien Nitrils 5 Minuten mit 10 ccm zweifach n Natronlauge im Schiittel- 
trichter. Dann wurde mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfa‘ 


Q* 
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getrocknet und destilliert. Das iibergehende Nitril war blausaurefre;, 
Eine Lésung in Wasser, nach Deniges mit n/100 Silbernitrat versetzt 
verbrauchte bis zur Opaleszenz nicht mehr Silber als reines Wasser 


Ill, Die Wirkung von Carbylamin und Valeronitril auf die 
Cysteinoxydation. 


Lést man eisenhaltiges Cysteinchlorhydrat in Wasser, neutralisiert 
mit Ammoniak, bis Py, etwa 8 ist, und schiittelt mit Luft, so tritt die 
violette Farbe der komplexen Eisen-Cysteinverbindung auf, in der 
das Eisen dreiwertig ist. Diese Fiarbung verschwindet auf Zusatz von 
Blausaure, und sie verschwindet auch, wie ich beobachtet habe, auf 
Zusatz von Athylearbylamin. Es ist bekannt, da8 im Falle der Blau. 
siurewirkung Entfirbung und Oxydationshemmung parallel gehen. 
Ich habe gefunden, daB das gleiche fiir die Carbylaminwirkung gilt 

Fiir meine quantitativen Versuche benutzte ich Cysteinchlorhydrat, 
das aus der dreifachen Menge heiBen Athylalkohols umkristallisiert 
war. Die Hauptmenge des im Rohcystein vorhandenen Eisens blieb 
bei dieser Reinigung im Alkohol zuriick, und ich erhielt ein Praparat, 
das sich mit einer fiir meine Zwecke geeigneten Geschwindigkeit oxy- 
dierte. Zur Neutralisation verwendete ich nach Sakuma‘) gereinigtes 
Ammoniak. Die Geschwindigkeit der Oxydation bestimmte ich mano- 
metrisch, wie bei Sakuma") beschrieben. 

In Tabelle I und Abb. 1 ist ein Versuchsbeispiel wiedergegeben, 
in dem die Cysteinoxydation bei den Carbylaminkonzentrationen 


Tabelle I. 
Cystein und Athylearbylamin. 
Py = etwa 8. Gasraum Luft. Temperatur 20°. 





: 8 Cystein-H Cl 8 Cystein-H Cl 
Mi 8 mg Cystein-H Cl "o com H, oO 70 ccm H, oO 
auton 10 com H2,O n/1000C.H;—N:C 10000 Cz Hs—N:C 


Oz» in cmm O, in cmm O, in cmm 


20 48 0,0 1,8 
40 7,6 0,0 3,6 
60 12,4 0,0 7,2 
80 16,2 0,9 9,9 
100 20,0 0,9 13,5 
120 23,8 0,9 15,3 
<2.10-3mgFe <2.10—-3mgFe <2.10—3mgfe 
140 72,2 16,2 64,8 
160 116,9 24,3 | 110.7 
180 155,8 | 31,5 | 147,6 


1) S. Sakuma, diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 
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0 und 10-* und 10-7 n gemessen wurde. Fassen wir zuniichst die 
ersten 120 Minuten ins Auge, so sehen wir, daB 10~* n Carbylamin 
um 35 Proz., 10-3 n Carbylamin vollstandig hemmt. Dies ist dieselbe 
GréBenordnung der Konzentration, 
in der Blausiure die Oxydation 
maBig verunreinigter Cysteinlésun- 
gen hemmt. 
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Abb, |. Abb. 2. 
Cysteinoxydation in wiasseriger Loésung. Cysteinoxydation in wasseriger Lésung. 


Nach Ablauf von 120 Minuten wurden in jedes GefaB 2. 10—* mg 
Eisen (in Form von Ferrosulfat) zugegeben. Die Konzentration an 
Eisen war dann 0,4.10-5n. Mit dem Eisengehalt stieg, wie Tabelle I 
und Abb. 1 lehren, die Geschwindigkeit der Oxydation, und zwar 
in 10-4n Carbylamin in etwa demselben MaBe, wie in der carbylamin- 
freien Kontrolle. 10~-* n Carbylamin war also nicht imstande, die 
Wirkung von 0,4 . 10~5 n Eisen aufzuheben. Dagegen hemmte 10~*n 
Carbylamin die Wirkung des zugesetzten Eisens sehr stark, zunichst 
um 67 Proz., spater um 82 Proz. 

Der Versuch der Tabelle If und der Abb. 2 unterscheidet sich 
von dem beschriebenen dadurch, daB Kupfersulfat statt Ferrosulfat 
zugegeben wurde. Wie man sieht, wird auch die Kupferkatalyse durch 
Athylearbylamin gehemmt, aber betrichtlich schwacher als die Eisen- 


katalyse. 
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Tabelle Il. 
Cystein und Athylcarbylamin. 
Py = etwa 8. Gasraum Luft. Temperatur 20°. 





o" . ' 7 Cystein-H Cl 7 mg Cystein-H Cl! 
7 mg CysteineH Cl “fo com H,O 10 com H,O 
Minuten 10 com H,O n/1000 C;H;—N:C n/10000 C,H, —N: ¢ 
O, in cam O, in cmm Og in cmm 
20 3.8 0,0 18 
40 7,6 0,0 45 
60 11,4 0,0 1h 
< 2.10-3mgCu <2.10—3mgCu < 2.10—3mg Cu 
80 34,2 17,1 26,1 
100 52,3 29,7 414 
120 74,1 45,0 59.4 


Die Versuche beweisen, daB Carbylamin die sauerstoffiibertragende 
Wirkung von Schwermetall in ahnlichem MaBe hemmt wie Blav- 
siure. Da® Kohlenstoffverbindungen, die keine komplexen Schwer- 
metallverbindungen bilden, eine derartige Wirkung nicht hervor-. 
bringen, ist kaum nétig zu erwihnen. Valeronitril (Tabelle III) hat 
selbst in n/10 Lésung keinen EinfluB auf die Geschwindigkeit der 
Oxydation. 

Tabelle III. 


Cystein und Valeronitril. 


Py = etwa 8. Gasraum Luft. Temperatur 20°. 





; . 8 mg Cystein-HCl 8 mg Cystein-H Cl 
Minst 8 mg Cystein-H Cl 10 com Hy O 10 com Hy O 
ere 10 ccm H,O n 10 Valeronitril n/100 Valeronitril 


O, in cmm QO, in cmm O, in cmm 
10 1,7 1,7 
20 ; 4,3 4,3 
30 6,0 6,0 
40 8,1 8.5 8.5 
60 13,7 12,4 12,9 
80 18,0 17,0 17,0 
100 23,4 22,1 22,1 


IV. Die Wirkung von Athylearbylamin auf die Fructoseoxydation in Phosphat. 


Die von Warburg und Yabusoe') entdeckte Verbrennung der 
Fructose in Phosphatlésungen ist nach Versuchen von Meyerhof und 
Matsuoka*) sowie nach Versuchen von F.Wind*) ein durch Schwer- 
metall beschleunigter Vorgang, da Komplexbildner die Oxydation 
hemmen, Schwermetalle die Oxydation beschleunigen. 


1) Diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 
2) Ebendaselbst 150, 1, 1924. 
3) Ebendaselbst 159, 58, 1925. 
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Fiir meine Versuche benutzte ich m/2 Phosphatlésungen, deren 
py etwa 8 war. Die Fructosekonzentration betrug 5 Proz. Die Messung 
der Oxydationsgeschwindigkeit geschah manometrisch, wie bei Warburg 
und Yabusoe') beschrieben. 


Tabelle IV enthalt ein Versuchsbeispiel. 10—4n Carbylamin hemmt 
die Oxydation um 50 Proz. 


Tabelle IV. 
Fructose-Phosphat und Athylearbylamin. 
37,5°. Gasraum Luft. 





5 ccm Fructose — he a ee Sesese 
: = 6 osphatlosu osphatlosun; 
Minuten Phosphatlosung n/l00CsHs—N-C 10000. CH, NC 
O, in cmm O, in cmm O, in cmm 
20 | 47.3 21,0 20,0 
40 108.2 49,0 47,3 
60 | i712 77,0 75,6 


Auffallenderweise hemmt 10~* n Carbylamin nicht starker als 
10-4 n Carbylamin. Ich erklare dies durch die Annahme, da8 unter 
den verschiedenen Metallen, die das Fructosephosphatgemisch enthalt, 
solche sind, die mit Carbylamin reagieren, und solche, die nicht reagieren. 


f 
| 


V. Die Wirkung von Athylearbylamin auf die Oxydation des Leucins 
an Himinkohle. 


Nach Warburg und Brefeld®) hemmt 10~*n Blausiure die sauerstoff- 
iibertragende Wirkung des in der Haiminkohle gebundenen Eisens um 
rund 90 Proz. Wie ich gefunden habe, hemmt Athylcarbylamin die 
katalytische Wirkung der Haminkohle in Konzentrationen von der 
gleichen GréBenordnung, nimlich 10~* n Carbylamin um 35 Proz. und 
10-3 n Carbylamin um 67 Proz. 


Die Messung geschah manometrisch*), wie bei Warburg und 
Brefeld beschrieben. Ein Versuchsbeispiel ist in Tabelle V und Abb. 3 
wiedergegeben. 


1) Diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 

2) Ebendaselbst 145, 461, 1924. 

3) In den Ber. d. Chem. Ges. 59, 218, 1926 kritisiert S. Hennichs 
die manometrische Methode. Aus der Kritik geht hervor, daB Hennichs 
nicht einmal das Prinzip der Methode verstanden hat. Die Methode ist 
die einzige quantitative, iiber die wir verfiigen, und besitzt auBerdem 
den Vorzug, daB8 mit ihr die Erscheinungen, iiber die Hennichs schreibt, 
entdeckt worden sind. 
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Tabelle V. 


Haminkohle, Leucin und Athylearbylamin. 
37,5°.  Gasraum Luft. 





bs 10 Haminkohle 10 mg Haminkohle 
10 mg Haminkoble 10 ob n/20 Leucin 10 com n/20 Leucin 
Mineten 10cem 0/20 Leucin = -1000 CpHs—N:C 010000 Cy Hy—N = 


Og in cmm Og in cmm Og in cmm 


10 8,] 1,7 5,1 
20 18,9 , 11,9 
30 26,1 : 18,7 
40 36,0 23,8 
50 43,2 29.8 
60 54,0 37,4 
70 63,0 40.8 
80 70,2 45,9 
90 80,1 51,0 
00 87,3 56,1 

96,3 62,1 
120 104.4 68,0 


& 
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Abb. 3. 
Leucinoxydation an Hiaminkohle. 


Um zu entscheiden, ob hier — wo ein heterogenes System gehemmt 
wurde — eine spezifische Wirkung oder eine unspezifische Oberflachen- 
wirkung (narkotische Wirkung) vorlag, war es notwendig, die Ad- 
sorption des Carbylamins zu messen. 
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VI. Adsorption von Athylearbylamin und einigen Nitrilen 
an Kohle, 


50 ccm n/10 Carbylaminlésung wurden mit 1g Merckscher Blut- 
kohle 5 Minuten geschiittelt. 10ccm des Kohlefiltrats wurden mit 
10 cem n Schwefelsiure gemischt und blieben eine Stunde bei Zimmer- 
temperatur stehen. Dann wurde mit 20 ccm zweifach n Natronlauge 
alkalisch gemacht, destilliert und das itbergegangene Athylamin mit 
Methylrot als Indikator titriert. 


10cem Carbylaminlésung gaben vor dem Schiitteln mit Kohle 9,8 ccm 
n/10 Base. 

10ccm Carbylaminlésung gaben nach dem Schiitteln mit Kohle 
4,67 ccm n/10 Base. 


Aus diesen Zahlen berechnen wir die Anzahl Millimole zx, die an 
1g Kohle adsorbiert sind, wenn die Carbylaminkonzentration in der 
Lisung ¢ Mole pro Liter betrigt, und finden: 





¢ (Mole/Liter) zr (Millimole ‘g) 


4,67 x 10-2 2.6 


Weiterhin wurde die Adsorption von Propionitril, das dem Athyl- 
carbylamin isomer ist, gemessen. Zur Bestimmung des Nitrils wurde 
die Nitrillésung mit dem gleichen Volumen n Schwefelséure gemischt und 
5 Stunden bei 150° im Rohr erhitzt. Dann war das Nitril zu propion- 
saurem Ammon verseift und das Ammoniak konnte abdestilliert und 
titriert werden. 

Wurden 50ccm n/10 Propionitrillésung mit 1g Kohle bis zum 
Gleichgewicht geschiittelt, so gaben 10ccm Kohlefiltrat 6,0 ccm 
n/l10 Ammoniak, wahrend 10 ccm der gleichen, aber nicht mit Kohle 
geschiittelten Lésung 9,8 ccm n/10 Ammoniak lieferten. Daraus be- 
rechnen wir fiir Propionitril: 





c (Mole/Liter) zx (Millimole/g) 


6 x 10-2 1,9 


SchlieBlich wurde die Adsorption von Valeronitril gemessen. Die 
Bestimmung geschah stalagmometrisch nach dem Verfahren von 
J. Traube. Lésungen verschiedener Valeronitrilkonzentration wurden 
inein T'raubesches Stalagmometer eingefiillt, je 10 der frei abfallenden 
Tropfen wurden gewogen. Hierbei erhielt ich folgende Zahlen: 
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Konzentration Gewicht von 10 Tropfen 
des Valeronitrils g 


0 1,2194 
n/30 0,9941 
n/20 0,9328 
n/15 0,8907 
n/10 0.8105 


Wurden 50 ccm einer n/10 Valeronitrillésung mit 1g Kohle bis 
zum Gleichgewicht geschiittelt, so wogen 10 Tropfen des Kohlefiltrats 
1,047 g. Das 10-Tropfengewicht stieg also durch die Behandlung mit 
Kohle von 0,8105g auf 1,047g. Die Konzentrationsinderung, dic 
dieser Gewichtsinderung entsprach, wurde graphisch ermittelt. Es 
ergaben sich daraus folgende z- und c-Werte: 





x (Millimoleg) 


c(MoleLiter) | 
3,1 x 10-2 3,45 


Stellen wir das Ergebnis der Adsorptionsmessungen zusammen, 
so haben wir: 





e (Mole/Liter) x (Millimole/g) 


Propionitril | 1,9 
Athylearbylamin . . || 4,7 x 10-2 | 2.6 
Valeronitril. . . .. || 3,1 x 10-2 3,5 


Athylearbylamin steht also zwischen Propionitril und Valeronitril. 
Es wird starker adsorbiert als Propionitril, aber schwacher als Valero- 
nitril. 


Vil. Wirkung der Nitrile auf die Oxydation des Leucins an Himinkohble. 


Wire die Wirkung des Athylcarbylamins auf Haminkohle eine 
unspezifische Oberflichenwirkung, so miiBte es nach Abschnitt VI 
stirker als Propionitril, aber schwacher als Valeronitril wirken. Ich 
habe die Oxydation des Leucins an Hiaiminkohle unter dem Einflul 
verschiedener Nitrilkonzentrationen gemessen und diejenigen Kon- 
zentrationen an Propionitril und Valeronitril ermittelt, die die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit um etwa 50 Proz. hemmen. 


Das Resultat ist in den Tabellen VI und VII sowie den Abb.4 | 
und 5 zusammengestellt. Wie man sieht, ist von Propionitril eine 
0,17 n Lésung, von Valeronitril eine 0,02 n Lésung nétig, um die Ge- 
schwindigkeit der Leucinoxydation auf die Halfte zu vermindern. 
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Tabelle VI. 


Haminkohle, Leucin und Propionitril. 


—~Zeit Min 
Abb. 4. Leucinoxydation an Himinkohle. 
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37,5°. Gasraum Luft. 





Minuten 


10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 
90 





10 mg Haminkohle 
10 cem n/20 Leucin 


O, in emm 


Tabelle VII. 


10 mg Haminkohle 
10 ccm n 20 Leucin 
1-7 10” Propio- 
nitril 
O, in cmm 


—>Zeil Min 





Abb. 5. Leucinoxydation an Himinkohle. 


Haminkohle, Leucin und Valeronitril. 37,5°. Gasraum Luft. 





Minuten 


SESESESES 


| 10 mg Haminkohle 
| 10cem n/20 Leucin 


! 





O, in cmm 


99 
19/4 
29'7 
405 
51.3 
62/1 
73:8 
83.7 
94.5 


10 mg Hiaminkohle 
10cem n/20 Leucin 
2/:09 mn Valero 
nitril 


Og in cmm 


20 

5,1 
10,2 
16,2 
20,0 
26,4 
32,3 
39,1 
45,9 


10 mg Haminkoble 
10 ccm n 20 Leucin 
3/,09 m Valeros 
’ itril 
O, in cmm 


2.6 
3.9 
6,8 
11,9 
16,2 
19,6 
24.7 
28.9 
34.0 


10 mg Himinkohle 
10 com n/20 Leucin 
+ 100 mn Valero 
nitril 


Og in cmm 
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Demgegeniiber ergibt der Versuch der Abb. 3 mittels graphischer 
Interpolation, daB von Athylearbylamin eine 4.10~4 n Lésung nétig 
ist, um die Leucinoxydation um 50 Proz. zu hemmen. Die Wirkungs.- 
stirke des Athylcarbylamins liegt also nicht zwischen den Wirkungs. 
starken des Propionitrils und Valeronitrils, sondern ist viel gréifer. 
Athylearbylamin wirkt 500mal stirker als das isomere Propionitri| 
und 50mal stirker als Valeronitril. Die Wirkung des Athylearbylamins 
auf Haminkohle ist keine unspezifische Oberflachenwirkung, viel- 
mehr liegt eine spezifische Reaktion mit dem Metall der Hiamin- 
kohle zugrunde, wie es nach der Ubereinstimmung zwischen den 
Wirkungsstairken der Blausiure und des Carbylamins von vornherein 
wahrscheinlich war. 


VIII. Die Wirkung von Athylearbylamin auf Leberkatalase. 


Auch mit der biologischen Wirkung des Athylcarbylamins habe 
ich mich beschaftigt und gepriift, ob Athylearbylamin das wasserstoff- 
peroxydspaltende Ferment der Leber beeinfluBt. 


Ratten wurden durch Nackenschlag getétet. Die Leber wurde 
vom Herzen aus, nach der Vorschrift von Muneo Yabusoe"), mittels 
kérperwarmer Ringerlésung blutfrei gespiilt. Von der hellgelben Leber 
wurden Schnitte von etwa 0,3 mm Dicke hergestellt. 


8,5ccem Na, H PO,-Lésung und 1,5ccm NaH, PO,-Lésung, beide 
dem Rattenserum isoton, wurden gemischt und mit 0,9 proz. Kochsalz- 
lésung auf 100 ccm verdiinnt. Je 10 ccm 
dieser Lésung wurden in GefiBe von der 
Form der Abb. 6 eingefiillt?). Die An- 
satzbirne A enthielt 0,5ccm 0,299proz. 
Wasserstoffsuperoxyd, das nach W. Frie- 
derich aus Natriumperoxyd hergestellt 
und im Vakuum destilliert war. Der Ein- 
satz der GefiBe blieb leer. 


Ff In den Hauptraum F der so vor- 

Abb. 6. bereiteten GefiBe wurde je ein Leber- 

schnitt eingebracht. Dann wurden die 

GefaBe mit Manometern verbunden und bei 37,5° im Thermostaten 

geschiittelt. War Temperatur- und Druckgleichgewicht eingetreten, 

so wurde das Wasserstoffperoxyd aus den Ansatzbirnen eingekippt 

und die von der Wasserstoffperoxydzersetzung herriihrenden Sauer- 
stoffdrucke beobachtet. 


1) Diese Zeitschr. 157, 388, 1925. 
2) Die Methode ist zuerst beschrieben in dieser Zeitschr. 146, 486, 1924. 


f zum Manormerer 
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Tabelle VIII enthalt ein Versuchsbeispiel, in dem die Konzen- 
trationen an Athylearbylamin 0 und 10-‘n und 10-3n waren. Wie 
man sieht, zersetzt die Leber das zugefiigte Wasserstoffperoxyd schnell. 
Nach 30 Minuten sind etwa 400 cmm Sauerstoff erschienen, wahrend 
fiir vollstindigen Zerfall 495cmm Sauerstoff berechnet sind. 


Tabelle VIII. 


Leberkatalase und Athylcarbylamin. 
37,5°. Gasraum Luft. 





im Hauptraum: 


See oe 10 cem 10 ccm 10 cem 10 ccm 
Athylearbylamin . . 0 0 10—4n 10—3n 
Lebertrockengewicht 0 2,23 mg 2,15 mg 2,10 mg 
In der Ansatzbirne: 
0,299 Proz. H,O, . . 0,5 cem 0,5 cem 0,5 cem 0,5 ccm 
Zeit nach Einkippen des Peroxyds 
(Minuten) cmm O, emm O», cmm O, cmm O, 
10 0 189 206 201 
20 0 352 379 361 
30 0 403 421 392 
emm QO, 0 85 95 96 


mg Leber x Minuten 
\ 

Athylcarbylamin hemmt die wasserstoffperoxydspaltende Wirkung 
der Leber nicht. Rechnet man die Anfangsgeschwindigkeiten auf 
gleiche Lebergewichte um — die Lebertrockengewichte sind in der 
Tabelle angegeben —, so erhalt man fiir die Quotienten 


Kubikmillimeter O, 
Milligramm Leber x Minuten 
bei Gegenwart von Carbylamin sogar etwas héhere Werte als bei Ab- 
wesenheit von Carbylamin. 


IX. Giftigkeit des Athylearbylamins im Vergleich zur Giftigkeit 
der Blausiure. 


Zum SchluB seien einige Zahlen angefiihrt, aus denen hervorgeht, 
da8 Athylearbylamin ungiftiger ist als Blausiure. 

Fiir meine Versuche benutzte ich Lésungen von Blauséure oder 
Athylearbylamin in Ringerlésung, die ich Ratten subkutan injizierte. 
Das Ergebnis meiner Beobachtungen stelle ich in Tabelle 1X zusammen. 
Die Grenzen, bei denen keine deutlichen Wirkungen mehr auftraten, sind 
fir Blausiure 0,5 ccm n/100, fiir Athylearbylamin 0,5 ccm n/10, bei 
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einem Rattengewicht von etwa 100g. Athylearbylamin ist also rund 


zehnmal ungiftiger als Blausiure. 


Tabelle 1X. 





Rattengewicht Injizierte 


Substanz ‘ Flissigkeit 


110 0,5 n/10 
90 0,5 n/50 


0,5 n/100 
l  -15n/l0 


Blausfure ... .: 


1,0n/10 
05 n/10 


Athylearbylamin . 


Wirkung 


nach | Minute tot 

nach 15 Minuten schwere Erschei. 
nungen, aber wieder Erholung 

keine deutliche Wirkung 


nach 20 Minuten tot 
nach 50 Minuten tot 
wirkt nicht 








Die Ausnutzung der Cellulose im Tierdarm 
bei oraler Zufuhr eines cellulosespaltenden Enzympriparates. 


Von 
N. Messerle. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Eingegangen am 11. Marz 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Biedermann und Moritz') fanden im Sekret der Mitteldarmdriise 
(Leber) von Helix pomatia, wie auch anderer groBer Landschnecken, 
ein sehr wirksames Enzymgemisch, welches Cellulose unter Bildung von 
Zucker spaltet. Karrer®) und seine Mitarbeiter haben die Befunde von 
Biedermann und Moritz bestitigt und festgestellt, daB dieses Enzym, 
von Karrer ,,Lichenase* benannt, Reservecellulose in vitro quantitativ 
in Glucose iiberfiihrt. Auf Anregung von Herrn Prof. Karrer unter- 
suchten wir, ob dieses Enzym im Tierdarm im niitzlichen Umfang 
Cellulose spaltet, wenn es gleichzeitig mit der Nahrung verab- 
reicht wird. 

Wenn dies zutrifft, so diirfen wir als Folge der Enzymbeigabe 
zur cellulosehaltigen Nahrung eine Herabsetzung des Nahrungs- 
verbrauchs oder bei wachsenden Tieren und knapp bemessener Nahrungs- 
menge eine Begiinstigung der Kérpergewichtsvermehrung erwarten. 

Das Enzympriaparat verdanken wir Herrn Prof. Karrer. 


Methodik. 

Als Versuchstiere wihlten wir junge, 8 bis 10g schwere Mause. 
26 Versuchstiere teilten wir in drei Serien ein, von denen jede einem 
besonderen Regime unterworfen war. Der ersten Serie verabreichten 
wir als Nahrung gemischtes Kérnerfutter in abgewogenen Mengen. 
Die Tiere waren einzeln in je einem GlasgefiB untergebracht. Als 
Unterlage diente Cellulosewatte. 

Die Tiere der zweiten und dritten Serie, zu je fiinf Stiick in einem 
GefaB, erhielten als Nahrung Haferkérner ad libitum. Alle Mause 
wurden tiglich niichtern gewogen. 





1) Biedermann und Moritz, Pfliigers Arch. 78, 219, 1898. 
2) Karrer, Joos und Staub, Helv. chim. Acta. 6, 800, 1923. 
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Wihrend der ersten 10 Versuchstage beobachteten wir den normale; 
Gewichtszuwachs. Vom zehnten Tage an verabreichten wir drei Tiere 
der ersten Serie Enzymzulage, drei andere dienten zur Kontrolle 
Damit die Tiere das Enzym mit dem Futter verzehrten, puderten wir 
die mit Wasser leicht angefeuchteten Kérner mit dem pulverisierte:, 
enzymhaltigen Priparat ein und lieBen sie bei Zimmertemperatur 
trocknen. 

Je fiinf Tieren der zweiten und dritten Serie verabreichten wir vom 
10. bis 18. Tage aktive Enzymzulage, vom 18. bis 25. Tage vom gleichen 
Enzympriparat, welches aber vor der Verabreichung durch Hitz 
inaktiviert worden war. Die tibrigen zehn Tiere erhielten in umgekehrter 
Reihenfolge vom 10. bis 18. Tage inaktiviertes Enzympriparat, vom 
18. bis 25. Tage aktive Enzymzulage. 

Vom 25. bis 30. Tage lieBen wir jede Zulage weg. Die Menge des 
tiglich verabreichten Enzympraparats betrug pro Maus 0,025 g. 


Versuchsergebnisse. 


Die drei Tiere der ersten Serie, welche vom zehnten Versuchstage 
Enzym als Zulage verzehrten, zeigten von diesem Tage einen durch- 
schnittlich etwas erhéhteren Gewichtsanstieg als die Kontrolltiere. 


Gewicht 
inGramm 
70 r 


68+ 
66+ 
64¥r 
62} 
60+ 
$8} 
56+ 
s+} 
sat 
sol 
48} 
ac me ae 


Wersuchsiag—> 1000 me 
Abb. 1. Jede Kurve stellt das Gesamtgewicht einer Gruppe von 25 Mausen dar. 
Die Tiere erhalten reine Enzymzulage. 
Die Tiere erhalten als Zulage aktives Enzympraparat. 
Die Tiere erhalten als Zulage durch Hitze inaktiviertes Enzympraparat. 
Die von der zweiten Serie erhaltenen Resultate fielen im gleichen 
Sinne aus, wenn auch etwas weniger deutlich. 
Da die einzelnen Tiere individuelle Schwankungen der Gewichts- 
kurve zeigten, haben wir bei der dritten Serie das Gesamtgewicht je 
einer Gruppe von fiinf Tieren kurvenmabig dargestellt, s. Abb. 1. 
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Es ergibt sich, daB die Gruppe von Tieren mit aktiver Enzymzulage 
eine etwas stirkere Gewichtszunahme aufweist als diejenige, welche 
das inaktivierte Enzym erhilt. Wird aktives Enzym der Gruppe ver- 
abreicht, welche vorher das inaktive bekam, so steigt das Gesamt- 
gewicht dieser Gruppe um ein weniges rascher als das der anderen 
Gruppe, welche vorher aktives, dann aber inaktives Enzym erhilt. 


Zusammenfassung. 


Die Resultate unserer Versuche zeigen, daB ein aus der Mittel- 
darmdriise der groBen Landschnecken dargestelltes Enzympraparat 
imstande ist, bei weiBen Mausen die Ausnutzung von cellulosehaltigem 
Material zu begiinstigen. Der EinfluB ist aber nicht pragnant. 


Biochemische Zeitschrift Band 172. 3 














Uber » Wasserstoffaktivierung* durch Eisen. 


Von 
Shigeru Toda. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 13. Marz 1926.) 


Neutralisiert man eine Cysteinchlorhydratlésung mit Ammoniak, 
bis p, etwa 8 ist, und mischt sie mit einer Methylenblaulésung, so 
findet man, daB die blaue Lésung bei Zimmertemperatur allmihlich 
heller und schlieBlich farblos wird. Cystein (RH) wird durch Methylen. 
blau (M) oxydiert, wobei das Methylenblau in MethylenweiB (MH, 
iibergeht. Die Bilanzgleichung ist 

2RH + M =2R+-+ MH,. 


Obwohl der Mechanismus derartiger und Aahnlicher Vorgange 
anbekannt ist, nehmen viele Naturforscher an, daB gerade hier die 
Bilanzgleichung iiber den Mechanismus AufschluB gibt. Im Falle 
der Cysteinoxydation durch Methylenblau denken sie sich, daB der 
Wasserstoff der SH-Gruppe, weil er ,,aktiv oder ,,aktiviert’ sei, 
direkt mit dem Farbstoff reagiere. 

Herr Warburg machte mich darauf aufmerksam, daB diese einfache 
Annahme, zum mindesten hinsichtlich der Reaktion zwischen Cystein 
und Methylenblau, unrichtig ist, da, wie er beobachtet hatte, die 
Reaktion durch Blausiure gehemmt wird. Ich habe auf seinen Vorschlag 
die Reaktion naher untersucht und festgestellt, daB eine Schwermetall. 
katalyse vorliegt. 

Fiir meine Versuche benutzte ich Cysteinchlorhydrat, das durch 
Reduktion von Cystin mit Zinn und Salzsaure hergestellt war, und 
Methylenblau medicinale Merck. Die Lésungen waren in bezug auf 
Cystein n/100, in bezug auf Methylenblau n/1000, die Wasserstoff- 
ionenkonzentration war 10-8n. Sie wurden in Réhren mit einge- 
schliffenem Stopfen luftfrei eingefiillt und bei 25° gehalten. 

Solche Lésungen, aus nicht gereinigten Komponenten hergestellt 
waren in etwa 25 Minuten entfairbt. Zusatz von m/1000 Blausaure 
pro Liter verlangerte die zur vollkommenen Entfairbung notwendige 
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Zeit auf 240 Minuten, hemmte also die Reaktion zwischen Cystein 
und Methylenblau sehr erheblich. 

Um die Ursache der Blausiurehemmung zu finden, reinigte ich 
das Cystein und das Methylenblau. Cysteinchlorhydrat wurde aus 
der dreifachen Menge heiBen Athylalkohols umkristallisiert. Die Haupt- 
menge des anhaftenden Eisens blieb hierbei in dem Alkohol. Die Aus- 
beute an gereinigtem Chlorhydrat betrug 5 Proz. der angewandten 
(ysteinmenge, doch konnte das in Lésung gebliebene Chlorhydrat 
durch Verdampfen des Alkohols nach Zusatz des gleichen Volumens_ 
Wasser zuriickgewonnen und fiir weitere Umkristallisationen benutzt 
werden. 

Zur Reinigung des Merckschen Methylenblaus stellte ich eine 
n/100 Lésung her, fiillte sie in ein 15 ccm fassendes Zentrifugierglas 
und fiigte 100 mg Palladiumschwarz hinzu. Dann leitete ich Wasser- 
stoff durch die Lésung, bis die Lésung entfarbt war. Das Leukomethylen- 
blau fiel dabei aus und konnte mit dem Palladium von der eisenhaltigen 
Lésung abzentrifugiert werden. Noch sechsmal wurde auf der Zentrifuge 
nach Sattigung mit Wasserstoff mit Wasser gewaschen. Dann wurde 
Sauerstoff eingeleitet, wobei der Farbstoff aus dem Methylenweib 
regeneriert wurde und in Lésung ging. Das Palladium wurde abzentri- 
fugiert, die tiberstehende Methylenblaulésung zum Versuch verwendet. 

Zur Neutralisation des gereinigten Cysteinchlorhydrats benutzte 
ich eisenfreies Ammoniak'). Die Versuchslésungen waren, wie die 
ungereinigten Lésungen, n/100 in bezug auf Cystein und n/1000 in 
bezug auf Methylenblau. Die Versuchstemperatur war 25° 

Es zeigte sich, daB die gereinigten Lésungen viel langsamer 
reagierten als die ungereinigten, indem vollkommene Entfirbung der 
gereinigten Lésungen erst nach 300 Minuten eintrat. Die Zeit voll- 
kommener Entfirbung war also durch die Reinigung auf mehr als 
das Zehnfache gestiegen. Wurde aber Eisen (in Form von Ferrosulfat) 
zu den gereinigten Lésungen zugesetzt, so konnte leicht die in den 
ungereinigten Lisungen herrschende Umsatzgeschwindigkeit oder eine 
noch gréBere hervorgebracht werden. Beispielsweise trat nach Zusatz 
von 10-5 g/Atom Eisen zu einem Liter vollkommene Entfairbung in 
7 Minuten ein. 





1) S. Sakuma, diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 
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Die Bestimmung kleinster Guanidinmengen 
mit Hilfe des Nephelometers. 


Von 
Rudolf Rittmann. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie in Innsbruck.) 


( Eingegangen am 15, Mdrz 1926.) 


AnlaBlich einer Untersuchung iiber die Guanidinwirkung auf den 
Kaltbliitermuskel (1) ergab sich die Notwendigkeit, die Aufnahme des 
Giftes in den Muskel unter geanderten auBeren Verhaltnissen quantitativ 
verfolgen zu kénnen. Da nun zu diesem Zwecke nur die sehr umstiandliche 
und zeitraubende Methode der Guanidindarstellung zur Verfiigung ge- 
standen wire, bemiihten wir uns, eine andere Art des Nachweises zu 
finden. Einen Anhaltspunkt bot die von Schulze (2) angegebene 
Methode der qualitativen Guanidinbestimmung mit Neflerschem 
Reayens. Dieses Reagens erzeugt in guanidinhiltigen Lésungen 
blaulich-weiBe bis gelb-griine homogene Triibungen, so das deshalb 
an die Méglichkeit eines quantitativen Nachweises des Toxins mit Hilfe 
des Nephelometers gedacht werden konnte. 

Wir verwandten Neflersches Reagens folgender Zusammensetzung : 
155g KJ in 62,5cem Aqua dest. gelést, dazu kalt gesittigte 
Sublimatlésung, bis gerade ein bleibender Niederschlag entsteht, der 
durch einige Tropfen der K J-Lésung wieder gelést wird. Nun setzt 
man neuerdings vorsichtig einige Tropfen Sublimatlésung zu und 
erzeugt wieder einen ganz schwachen bleibenden Niederschlag. Dann 
wird eine erkaltete Lésung von 37g KOH in 37,5cem Aqua dest. 
zugegeben und mit Aqua dest. auf 250 ccm aufgefiillt. Das gut ver- 
schlossene GefaB bleibt 24 bis 48 Stunden im Dunkeln bei Zimmer- 
temperatur stehen, bis sich der Niederschlag abgesetzt hat. Nun wird 
vom Niederschlag vorsichtig dekantiert (in dunkle, gut schlieBende 
Flasche) und die fertige Lésung im Dunkeln und in der Kalte (Eis- 
schrank) aufbewahrt. Trotzdem ist das Reagens nur beschrinkte Zeit 
(8 bis 21 Tage) haltbar und mu deswegen vor jeder Bestimmung 
gepriift werden, ob es mit zwei Guanidinlésungen bekannter, aber 
untereinander verschiedener Konzentration proportionale Fallungen 
gibt. 
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Zuerst mubte festgestellt werden, welche Menge Reagens nétig ist, 
um maximale Triibungen herzustellen, was mit 5 ccm erreicht wurde. 

Gute Resultate wechselten scheinbar ohne Grund mit solchen, 
die tiber 60 Proz. Fehler aufwiesen, bis wir erkannten, daB die Ursache 
fir dieses Verhalten in dem verschieden raschen ZuflieBenlassen des 
Reagens zur Guanidinlésung gelegen war. Unter gleichen Bedingungen 
des ZuflieBens wurde der durchschnittliche Fehler betrachtlich geringer. 
Er bewegte sich um 10 bis 13 Proz. Um auch diesen Fehler zu ver- 
kleinern, versuchten wir sowohl eine Verdiinnung der verwendeten 
Guanidinlésung als auch des Neflerschen Reagens mit dem geringen 
Erfolge, daB nun der durchschnittliche Fehler auf 8 bis 9 Proz. ver- 
ringert werden konnte. Die Anderung in der Reihenfolge der Zusiitze, 
zuerst NeBlersches Reagens und in dieses die Guanidinliésung, zeitigte 
eine Verschlechterung der Ergebnisse, weshalb wir wieder zur urspriing- 
lichen Anordnung zuriickkehrten. 

Es fiel uns auf, daB der Fehler um so geringer war, je naher die 
Guanidinkonzentration der zu bestimmenden Lésung an der der 
Standardlésung lag, weshalb wir auf dem Wege der Naherung der 
Standardlésung an die zu untersuchende Lésung genaue Resultate zu 
erhalten hofften. Wie aus beifolgenden Tabellen ersichtlich wird, fiihrte 
dies zum Ziele. 

Der Vorgang ist kurz folgender: Vor einer Lésung von 25mg Guanidin. 
hydroch]. auf 50 cem Aqua dest. werden als Standardlésung z. B. 4 cem 
(0,4 mg) in einen 50 cem fassenden MeBkolben eingemessen, diesen 4 ccm 
(0,4 mg) Guanidinlésung 10 cem Aqua dest. zugesetzt, nun 5cem Nefler- 
sches Reagens langsam unter fortwahrendem Schiitteln zutlieBen gelassen und 
sofort mit destilliertem Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. Genau so wird mit 
der zu untersuchenden Guanidinlésung verfahren. Sie wird mit 10 ccm 
Wasser verdiinnt, 5ccm NeBler langsam unter Schiitteln zugefiigt und 
auf 50 ccm aufgefiillt. Beim Nephelometrieren — das sofort, oder wegen 
der langen Haltbarkeit der Triibungen auch nach einer Stunde, bei geringeren 
Konzentrationen .sogar noch spater, ausgefiihrt werden kann — kommt 
man z. B. auf den Wert von 1,69 ccm (0,169 mg) Guanidinlésung (s. Tabelle 1). 


Tabelle I. 
Makro: Guanidinlésung + 10cem Aqua dest. + 5cem NeBlerreagens. 
Auffiillen auf 50 ccm mit Aqua dest. 











becemey, = me Guanidingehalt der | cake dn bh, —_—— ; 
Nr. "  menge Standardlosung 'menden Guanidinlésung wane 
mg mg | mg Proz 
T 
l 0,180 0,400 0,169 6,100 
0,180 0,160 0.1777 1,277 
0,180 0,180 0,181 0,550 
2 0,060 0,400 | 0,065 8,330 
0,060 0,070 0.0605 0,833 


0.060 0.050 0060 0.000 
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Nun setzt man eine neve Standardlésung an, die sich in ihrem Werte dem 
gefundenen Werte nahert, wie etwa mit 1,6 cem (0,160 mg), und nephelo- 
metriert neuerlich. Der nun gefundene Wert 1,777 ccm (0,1777 mg) 
liegt dem jetzt verwendeten Standard schon betrachtlich néher als dem 
ersten Standard von 0,4 mg, doch setzt man abermals eine neue Standard- 
lésung mit 1,8ccem (0,180 mg) an. Der gefundene Wert von 1,81 cem 
(0,181 mg) liegt so nahe an der Testlésung, daB mit einem sehr geringen 
Fehler zu rechnen ist, weshalb dieser Wert als der gesuchte zu betrachten 
ist. Denselben Vorgang zeigt Versuch 2 der Tabelle TI. Auf diesem Wege 
lassen sich noch Werte von 0,05mg Guanidin. hydrochl. nachweisen. 
Geringere Konzentrationen des Giftes, unter 0,005 mg in 10 ccm, kénnen 
mit der Mikroeinrichtung noch sehr gut bestimmt werden, doch erfahrt die 
Methode eine kleine Anderung. Die Guanidinlésung wird in ein 10-cem- 
MeBkélbchen gegeben, nun werden ohne Verdiinnung des Guanidins gleich 
5cem NeBlerreagens zugesetzt und sofort auf 10 ccm aufgefiillt. Sonst 
ist der Vorgang gleich wie bei der Makrobestimmung (s. Tabelle I). 


Tabelle 1]. 
Mikro: Guanidinlésung + 5ccm NeBlerreagens. Auffiillen auf 10 cem 
mit Aqua dest. 





Tatsachlich an Getundener Guanidin- 

N einge Guanidi Guanidingehalt der gehalt der zu bestime | Fehler 
Nr. menge ot 2 d G Shion he g 

mg mg mg Proz 








0,024 0,040 0,024 24 
0,024 0,020 0,024 02 
0,024 0,026 0,023 94 
0,012 0,080 0,012 32 
0,012 0,014 0,012 0 
0,012 0,010 0,012 0 


Der Fehler bewegt sich bei sorgfaltiger Ausfiihrung der Bestimmung 
um 0,5 Proz., und kénnen noch absolute Guanidinmengen von 0,001 mg 
erfaBt werden. 


Gleich giinstige Resultate erzielten wir auch, wenn das Guanidin. 
hydrochl. in Ringerlésung statt in destilliertem Wasser gelést wurde. 


Schon Raida und Liegmann (3) verwendeten Neflersches Reagens 
zur quantitativen Guanidinbestimmung im Blute bzw. Serum. Bei der 
Bestimmung gehen sie so vor, daB sie 3ccm Blut in 9 cem Aqua dest. ein- 
flieBen lassen, beide durch leichtes Schwenken mischen, je 1,5 ccm 10proz. 
Natriummetaphosphatlésung und 3proz. Schwefelsiure, zum Zwecke des 
EnteiweiBens, zusetzen, 2 Minuten stehen lassen und dann zentrifugieren 
oder filtrieren. Zu 5ccm dieses Filtrates setzen sie 1 ccm NeBlerreagens 
und beobachten die innerhalb 1 Minute auftretende Triibung ohne Ver- 
wendung eines Nephelometers. Normalserum soll in dieser Zeit keine 
Triibung geben, Serum mit Guanidinzusatz jedoch Triibungen, die pro- 
portional dem Giftgehalte sind. 


Die Erfahrung lehrt, da8 der quantitative Vergleich zweier ver- 
schieden starker Triibungen ohne Nephelometer auBerst schwierig, bei 
nahe aneinander liegenden Werten aber unméglich ist. Aber auch bei 
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Verwendung eines Nephelometers ist die Methode nicht brauchbar, 
denn wenn man zwei verschiedene Sera mit Guanidinzusatz untersucht, 
bekommt man niemals dem Giftzusatz entsprechende proportionale 
Tribungen. Dies wurde von uns zuerst auf das in zwei verschiedenen 
Seren in wechselnden Mengen enthaltene Ammoniak und andere die 
Zeaktion hemmende und férdernde Faktoren zuriickgefiihrt, weshalb 
die Bestimmung nur in ein und demselben Serum mit verschiedenem 
Guanidingehalt versucht wurde. Doch auch unter diesen Verhaltnissen 
konnten wir niemals ein den jeweiligen Giftmengen proportionales Ver- 
halten der Triibungsintensitaten feststellen. Wurde das Verdiinnungs- 
verhaltnis geandert oder statt mit Natriummetaphosphat, nach 
Folin und Wu (4), mit Natrium-Wolframat enteiweift, anderte sich 
an dem oben geschilderten Ergebnisse nichts. Die Ursache dafiir liegt 
darin, daB Serum allein, also ohne Guanidinzusatz, nach der Zugabe 
des Reagens mit freiem Auge anfangs unmerkliche, im Nephelometer 
aber erkennbare Triibungen gibt, die gerade so wie die Triibungen 
guanidinhaltiger Sera nicht konstant bleiben, sondern mit zunehmender 
Zeit starker werden, die Teilchen allmahlich an GréBe zunehmen, zu 
Boden sinken und sich die Farbung von gelb in braungelb andert. Die 
Anderungen der TeilchengréBe allein aber machen schon das Nephelo- 
metrieren unmdéglich, denn um eine Lésung auf ihre Konzentration mit 
Hilfe des Nephelometers untersuchen zu kénnen, miissen, wie Klein- 
mann (5) sowie Rona und Kleiamann (6) (7) gezeigt haben, simtliche 
kolloidchemischen Faktoren véllig gleich bleiben. Guanidin kann deshalb 
in Blut oder Serum weder nach der Methode von Raida und Liegmann (3), 
noch nach unserer, prinzipiell gleichen Methode quantitativ nach- 
gewiesen werden. Wohl gelingt dies aber, wie wir zeigten, in wisseriger 
oder Ringerlésung bzw. in schwach eiweiBhaltigen Lésungen, wie sie 
anlaBlich unserer anfangs zitierten Arbeit zur Untersuchung kamen. 

Vielleicht hat der von uns gegangene Weg der Naherung der 
Standardlésung an die zu untersuchende Lésung eine allgemein 
methodische Bedeutung. In Fallen, wo von dem Versuche, die so hand- 
liche und einfache nephelometrische Bestimmung einem bestimmten 
quantitativen Nachweis dienstbar zu machen, wegen gréberer Fehler 
abgesehen werden mute, kénnte vielleicht die Verwendung des an- 
gezeigten Prinzips doch noch zum Ziele fihren. 


Literatur, 

1) R. Rittmann und Otto Form, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 48, 
191, 1926. — 2) EB. Schulze, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 25, 661, 1892. — 
3) Raida und Liegmann, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 41, 358, 1924. — 
4) Folin und Wu, Journ. of biol. chem. 38, 84. 5) F. Kleinmann, diese 
Zeitschr. 99, H. 4/6, 1919. — 6) P. Rona und F. Kleinmann, ebendaselbst 
137, H. 1/2. —- 7) Dieselben, ebendaselbst 140, 461, 1923. 














Zur Kenntnis des Mechanismus der [mmunitatserscheinungen. 


Il. Mitteilung: 
EinfluB einiger Aminosiuren auf die Wirkung des Diphtherietoxins. 


Von 
B. Sbarsky und L. Subkowa. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 15. Marz 1926.) 


In einer friiheren Arbeit (1) konnten wir feststellen, da Chinin 
auf das Diphtherietoxin eine antitoxische Wirkung ausiibt. Wird eine 
letale Toxindosis mit Chinin vermischt und subkutan Kaninchen ein- 
gefiihrt, so vertragen die Tiere dieses Gemisch ohne schiadliche Folgen 


und bleiben am Leben. Kurz vor und nach dem Toxin eingefiihri 
steigert das Chinin die Resistenz der Tiere; die Reaktion auf nach. 
folgende Toxininjektionen wird abgeschwacht. Die Versuchstiere iiber- 
leben die Kontrolltiere und bleiben manchmal! iiberhaupt am Leben 
Diese Wirkung des Chinins stimmt vollkommen mit der von Sbharsky (2) 
aufgestellten Hypothese iiberein, wonach das Toxin zunachst durch die 
roten Blutkérperchen adsorbiert wird. Die Erythrocyten besitzen eine 
gute Bindungsfahigkeit fiir Chinin. Indem letzteres durch die Erythro- 
eyten starker als Diphtherietoxin adsorbiert wird, verhindert es dic 
Adsorption des Toxins in bedeutendem MaBe und schwiacht dadurch 
die toxische Wirkung ab. 

Die Versuche mit Chinin sind daher als eine experimentelle Be- 
statigung der erwaihnten Hypothese Sbharskys anzusehen. Es war 7. 
erwarten, daf jeder andere von den Erythrocyten adsorbierte Stoff 
die Adsorption des Toxins teilweise verhindern und folglich eine anti- 
toxische Wirkung ausiiben wiirde. 

Sbarsky und Muchamedow (3) haben vor kurzem bewiesen, dali 
einige Aminosauren (Glykokoll und Alanin) in vitro durch die Erythro- 
cyten adsorbiert werden, wihrend bei anderen (Leucin und Tyrosin) 
diese Eigenschaft fehlt. Die genannten Autoren versetzten Lésungen 
von Glykokoll und Alanin mit Erythrocytenemulsion und fanden, da‘ 
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(Hykokoll zu 28,8 Proz., Alanin zu 25,7 Proz. adsorbiert wird. Lésungen 
von Leucin und Tyrosin werden bei gleicher Versuchsanordnung nicht 
adsorbiert. 

Es schien uns deswegen von Interesse, die Wirkung dieser Amino- 
siuren auf Diphtherietoxin in vivo zu erforschen. Wahrend Chinin 
infolge seiner Giftigkeit den Versuchstieren nicht in beliebiger Menge 
zugefiihrt werden konnte, kommt bei Aminosiuren dieser Ubelstand 
nicht in Betracht. 

Die Wirkung von Aminosiuren auf den tierischen und mensch- 
lichen Organismus ist in verschiedener Hinsicht durch eine Reihe von 
Autoren erforscht worden [Abderhalden und Bergell (4), Salaskin und 
Kowalewsky (5), Ringer und Lusk (6), Blendermann (7), Loewy und 
Neuberg (8), L. Meyer und H. Rietschel (9) u. a.). 

Bei diesen Untersuchungen wurden den Tieren oft bedeutende 
Mengen verschiedener Aminosduren per os, subkutan und intravenés 
zugefiihrt. In keinem der Fille konnten unerwiinschte Folgen im Sinne 
einer Schidigung der Tiere nachgewiesen werden. So z. B. haben 
Abderhalden und Bergell Kaninchen erhebliche Mengen Glykokoll, 
Alanin und Leucin subkutan eingefiihrt; Salaskin und Kowalewsky 
spritzten einem Hunde 17 g Glykokoll auf einmal in die Vene; Loewy 
und Neuberg gaben einem Menschen 6g Tyrosin auf einmal; Blender- 
mann nahm taglich 5g Tyrosin ein; ein Kaninchen fiitterte er 8 Tage 
mit Tyrosin (im ganzén widen 24g verabreicht). Alle Autoren be- 
staétigen, daB die Einfithrung der Aminosiuren durchaus unschidlich ist. 

Unsere Versuche sind an Meerschweinchen ausgefiihrt, wobei in 
erster Linie die Wirkung von Glykokoll und Tyrosin auf diese Tiere 
untersucht wurde. Tagliche Einspritzungen von 0,1 g Tyrosin (als 
Emulsion) sowohl als von 0,5 g Glykokoll (10 Tage lang) riefen an den 
Tieren keine sichtbaren Veranderungen hervor. Die Meerschweinchen 
befanden sich wohl, nahmen an Gewicht zu und auBerten sogar bei 
einmaliger subkutaner Einspritzung von 2,0 g Glykokoll keine Unruhe. 
Desgleichen verlief perorale Verfiitterung von Glykokoll und Tyrosin 
fiir die Meerschweinchen ohne jeglichen Schaden. 

Nachdem wir auf diese Weise in Ubereinstimmung mit den ge- 
nannten Autoren die véllige Unschadlichkeit dieser Aminosauren nach- 
gewiesen hatten, versuchten wir ihren EinfluB auf die Wirkung von 
Diphtherietoxin zu ermitteln. 

Zu den Versuchen wurden chemisch reine, von der Firma Kahlbaum 
bezogene Aminosiurenpriparate (Glykokoll, Alanin, Leucin und 
Tyrosin) verwendet. 

Die Versuchsanordnung war folgende: es wurden Aminoséuren und 
Toxinlésungen hergestellt, welche in 2cem der Mischung beider Lésungen 

















42 B. Sbarsky u. L. Subkowa: 
eine tédliche Toxineinheit (D. 1. m.) und wechselnde Mengen Aminoséure 
enthielten. Tyrosin muBte wegen seiner Schwerldéslichkeit in der Form 
einer wasserigen Emulsion zu den Versuchen verwendet werden. Es wurde 
in einer Reibeschale mit Wasser verrieben und mit Toxinlésung vermischt. 
Von diesen Gemischen erhielten die Meerschweinchen je 2 ccm subkutan. 
Den Kontrolltieren wurde nur Toxin eingespritzt. Die Versuche wurden 
in Serien zu je fiinf bis acht Meerschweinchen ausgefiihrt, darunter eins bis 
zwei Kontrolltiere. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 


EinfluB von Aminoséuren auf die Wirkung von Diphtherietoxin. 





Subkutane Injek- Die Meerschweinchen 


tionen: Eine D.1 m. uberlebten die Kontroll- 
Diphbtherietoxins Gramm tiere (Mittelwert) 


vermischt mit. Tage 


Glykokoll 
Alanin . 


Leucin . 


Tyrosin 


Wie aus der Tabelle | ersichtlich, brachte 0,1 g Glykokoll, einer 
D.1.m. Diphtherietoxin hinzugefiigt, eine Verringerung der toxischen 
Wirkung hervor. Im Vergleich zu den Kontrolltieren, die am dritten 
bis vierten Tage zugrunde gingen, konnten wir regelmaBig ein Uber- 
leben der Versuchstiere beobachten, welches im Mittel 4 bis 5 Tage 
betrug. Es ist bemerkenswert, daB 0,1 und 0,5 g Glykokoll fast die 
gleiche Wirkung ausiiben. Alanin erwies sich weniger wirksam als 
Glykokoll, jedoch beobachten wir auch in diesem Falle stets ein Uber- 
leben der Versuchstiere. Wie beim Glykokoll hatten auch beim Alanin 
Dosen von 0,1 und 0,5 g die gleiche Wirkung. Die Versuche mit Leucin 
fielen vollstandig negativ aus. Die Versuchstiere, denen ein Gemisch 
von Toxin und Leucin injiziert wurde, starben gleichzeitig mit den 
Kontrolltieren. Ganz iiberraschende Resultate ergaben die Versuche mit 
Tyrosin. Mit 0.1 und 0,059 Tyrosin versetzte D.1.m. Diphtherietoxins 
biiBen vollstindig ihre toxische Wirkung ein. Die Tiere blieben am Leben 
und nahmen an Gewicht zu. Sogar in Dosen von 0,01 g ergab Tyrosin 
noch ein Uberleben der Versuchstiere um 6 bis 10 Tage. Erst bei Gaben 
von 0,005 g hérte die Wirkung des Tyrosins auf das Toxin nahezu auf. 
auBerte sich auch dann noch in einem geringen Uberleben der Versuchs- 
tiere (um einen Tag). 
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In der letzten Zeit haben einige Autoren ihre Aufmerksamkeit dem 
EinfluB der p, auf die Wirkung des Diphtherietoxins zugewendet. So 
z. B. nimmt Walbum (10) an, daB bei p,-Werten unter 5,5 und iiber 10 
Zerstérung des Toxins stattfindet, waihrend das Optimum bei 7,2 
bis 7,6 liegt. Obwohl die Aminosiuren Puffereigenschaften besitzen 
und daher keine Verschiebung der p,, des Toxins bewirken konnten, 
haben wir doch Bestimmungen der Pu des Toxins vor und nach dem 
Hinzufiigen von Aminosduren ausgefiihrt. 


Tabelle 11. 





Diphtherietoxin Cie ese tw eee es ae 
- + 0,1 Glykokoll .... Pu 6,7 
” + 05 = “a ee Pu 6,8 
. +01 Alanin...... Pa 69 
ve +0,1 Tyrosin') .... Pu 6,9 


Die Aminosiuren riefen folglich keine Verschiebung der Wasser- 
stoffionenkonzentrationen hervor, und ihre Anwesenheit konnte keine 
zerstorende Wirkung auf das Toxin ausiiben. 

Eine Erklirung der antitoxischen Wirkung der Aminosauren ergibt 
sich aus der erwahnten Hypothese Sharskys. 

Von Sbharsky und Muchamedow ist der Beweis erbracht worden, 
daB die Erythrocyten Glykokoll am stirksten, Alarnin schwiacher und 
Leucin iiberhaupt nicht adsorbieren. Nach ihrem EirfluB auf die 
Wirkung von Diphtherietoxin in vivo ordnen sich diese Aminoséiuren 
in die gleiche Reihe. Was das Tyrosin anbelangt, so wurde es in den 
Versuchen von Sbarsky und Muchamedow von den Erythrocyten gar 
nicht adsorbiert. Dagegen leistete es in unseren Versuchen mit Toxin 
vermischt die besten Erfolge. 0,1 und 0,05 g Tyrosin machten das 
Toxin vollkommen atoxisch. Diese Sonderstellung des Tyrosins laBt 
sich durch seine Schwerléslichkeit erklaren. Sbarsky und Muchamedow 
strebten in ihren Versuchen danach, klare Lésungen anzuwenden. Die 
mr Verwendung gelangenden Mengen Tyrosins waren in diesen Ver- 
suchen minimal. Infolgedessen lagen wahrscheinlich die Schwankungen 
des Tyrosingehalts nach der Adsorption durch die roten Blutkérperchen 
in den Fehlergrenzen der Stickstoffbestimmung. 

Unsere Versuche beweisen also, daB die Anwesenheit gewisser 
Aminosaiuren (Tyrosin, Glykokoll oder Alanin) die Wirksamkeit des 
Diphtherietoxins herabsetzt; durch Tyrosin kann sogar die toxische 
Wirkung vollstandig aufgehoben werden. Versuche iiber eine ahnliche 


?) Die Toxinemulsion mit Tyrosin muBte vor der py-Bestimmung 
abfiltriert werden. 
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Beeinflussung von lebenden Diphtheriebazillen durch Aminosaurey 
und iiber die Immunisierung von Tieren gegen Diphtherie mittels 


Aminosauren sind im Gange. 
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Uber die Ernihrung von Pflanzen mit Aldehyden. 


Von 
Th. Sabalitsehka. 


VI. Mitteilung: 
Polymerisation des Formaldehyds durch Elodea canadensis zu héheren 
Kohlehydraten. 


Von 
Th. Sabalitsehka und H. Weidling. 


(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 17. Mdrz 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wiederholt teilte der eine von uns (Th. Sabalitschka), zum Teil 
gemeinsam mit H. Riesenberg, Versuche mit!), ‘bei welchen eine Er- 
héhung des Zucker- und Starkegehalts von Pflanzen durch Form- 
aldehyd im Dunkeln gelungen war. Die Erhéhung des Zucker- und 
Stirkegehalts erwiesen wir durch die chemische Analyse, nicht schlossen 
wir auf eine solche Polymerisation des Formaldehyds zu héheren Kohle- 
hydraten aus einer einfachen Feststellung einer Trockengewichts- 
zunahme bei Gegenwart von Formaldehyd, wie G. Klein und O. Werner 
scheinbar irrtiimlich annehmen?). Damals wiesen wir darauf hin, daB 
diese Beobachtung der Fihigkeit von Pflanzen, Formaldehyd zum 
Aufbau héherer Polymerisationsprodukte im Dunkeln zu_ benutzen, 
zwar im Einklang mit der Baeyerschen Assimilationshypothese stehe, daB 
sie aber nicht als ein direkter Beweis fiir die Richtigkeit der Hypothese 
gelten kénne. Es erschien ja méglich, daB die Ausnutzung des Form- 
aldehyds auf einem Vermégen der Pflanzen beruht, sich in ihrer Er- 


1) Th. Sabalitschka, Ber. d. deutsch. pharmaz. Ges. 32, 278, 1922; 
Zeitschr. f. angew. Chem. 35, 684, 1922; Pharm. Monatsh. 4, 169, 1923; 
diese Zeitschr. 148, 370, 1924; Th. Sabalitschka und H. Riesenberg, diese 
Zeitschr. 144, 545, 551; 145, 373, 1924. 

*) Diese Zeitschr. 168, 363, 1926. Anmerkung bei der Korrektur: 
Inzwischen teilte uns Herr Prof. Dr. Klein mit, daB er unsere Arbeiten 
nur durch ein ungeniigendes Referat gekannt habe. 
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nahrung den veranderten Bedingungen der Kohlenstoffassimilation 
anzupassen, daB also der Formaldehyd bei der normalen Kohlenstoff. 
assimilation nicht aufzutreten braucht. Wir haben in unserer zweiten 
Mitteilung die bis dahin vorliegenden Ernahrungsversuche von Pflanzen 
mit Formaldehyd angegeben. Seither teilten Z. und G. Nicolas!) weitere 
Untersuchungen mit, welche eine Verwendung von Hexamethylen. 
tetramin und Formaldehyd durch die Pflanzen erwiesen. 

Neuerdings hat die Baeyersche Formaldehydassimilationshy pothese 
eine sehr wichtige, bisher noch ausstehende Stiitze gefunden; es gelang 
namlich G. Klein und O. Werner der Nachweis?), daB in der Tat Form. 
aldehyd bei der normalen Assimilation der Pflanzen entsteht. Diese 
Forscher bedienten sich des so oft bewahrten, von Neuberg begriindeten 
Abfangverfahrens, und zwar fingen sie den Formaldehyd mit Dimedon 
ab. Da alle eventuell méglichen Stérungen durch besondere Unter. 
suchungen sorgfaltig beriicksichtigt sind, diirfte damit zum ersten Male 
das Vorkommen von Formaldehyd bei der normalen pflanzlichen 
Kohlenstoffassimilation sicher erwiesen sein. Allerdings ist es schon 
kurze Zeit vor den Versuchen von G. Klein und O. Werner K. Kurono 
gelungen, ebenfalls mit Dimedon bei der Assimilation der Griinalge 
Chlorella Formaldehyd aufzufinden, wie C. Newberg und A. Gottschalk 
erwiihnen °), 

Nachdem so der Nachweis erbracht ist, dafB Formaldehyd bei der 
.normalen pflanzlichen Kohlenstoffiassimilation vorkommt, kann dic 
Beobachtung einer Erhéhung des Zucker- und Stirkegehalts von 
Pflanzen im Dunkeln durch Formaldehyd noch mit mehr Recht als 
bisher durch eine Verwendung des Formaldehyds seitens der Pflanzen 
zur Synthese héherer Kohlehydrate erklirt werden. Die Beobachtung 
einer Erhéhung des Zucker- und Starkegehalts durch Formaldehyd im 
Dunkeln und der Nachweis seines Vorkommens bei der normalen 
Assimilation diirften sich gegenseitig gut erginzen. Man kann diese 
erfreuliche Erginzung auch als eine weitere Bestitigung des soeben 
von S.Ivanow*) auf Grund von Versuchen verschiedener Forscher 
aufgestellten Satzes ansehen: ,,Die Pflanze verarbeitet bei ihrer kiinst- 
lichen Ernahrung im Dunkeln nur solche Stoffe, die sich auch in ihrem 
natiirlichen Zustande bilden, zu Starke‘. Raumt man diesem Satze 
von vornherein allgemeine Giiltigkeit ein, dann wiire auch die von 
uns stets beobachtete Polymerisation des Formaldehyds zu Zucker 


1) C. r. 177, 1062; 180, 860; ref. im Chem. Centralbl. 1924, I, 678; 
1925, I, 2568. 

2) Diese Zeitschr. 168, 361, 1926. 

8) Ebendaselbst 151, 168, 1924. 

*) Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 44, 32, 1926. 
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und Starke durch die Pflanze im Dunkeln ein direkter Beweis, daB 
Formaldehyd eine Vorstufe des normalen Stirkeaufbaues ist. 

Es seien im Anschlu8 an unsere vorausgehenden Mitteilungen 
einige der von uns in den letzten Jahren mit der Wasserpest, Elodea 
canadensis R. und M., ausgefiihrten Formaldehydernahrungsversuche 
berichtet. Wir boten den Pflanzen sowohl im Hellen wie im Dunkeln 
eine Reihe von Tagen Formaldehyd in der Nahrlésung, und zwar in 
verschiedenen Konzentrationen, wobei wir im Hellen jeden Zutritt von 
Kohlensiure ausschlossen. Um den normalen Starkegehalt der Pflanzen 
vorher zu reduzieren, entzogen wir ihnen vor den Versuchen einige 
Tage das Licht. Stets konnten wir bei weiterer Unterbindung der 
normalen Assimilation durch Entzug der Kohlensiure oder des Lichtes 
durch Formaldehyd in geeigneten Konzentrationen eine deutliche 
Erhéhung des Stirkegehalts gegeniiber den gleichen Bedingungen 
unterworfenen, aber nicht mit Formaldehyd behandelten Pflanzen 
beobachten. Obwohl der Stirkegehalt des Versuchsmaterials an sich 
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je nach dem Entwicklungszustand der Pflanzen und der Jahreszeit 
ziemlich verschieden war, trat stets die Vermehrung der Starke ein. 
Befanden sich die an der normalen Kohlenstoffassimilation verhinderten 
Pflanzen im Hellen, so war durchweg ihr Starkegehalt geringer als 
der Starkegehalt der im Dunkeln sich befindenden Pflanzen; davon 
ganz unabhangig bestand die Vermehrung der Starke bei Gegenwart 
von Formaldehyd sowohl im Hellen wie im Dunkeln. 

Bei giinstigen Formaldehydkonzentrationen war nach dem Versuch 
der Stairkegehalt der mit Formaldehyd behandelten Pflanzen sogar 
héher als vor dem Versuch. Wiahrend z. B. bei einem Versuch die 
verwendeten Pflanzen nach dem mehrtigigen Lichtentzug vor der 
Behandlung mit Formaldehyd 19,2 Proz. Starke in der Trockensubstanz 
enthielten, fanden wir nach 11 Tagen bei der Formaldehydkonzentration 
von 0,024 bis 0,032 Proz. im Hellen einen mittleren Gehalt von 19,85 Proz., 
im Dunkeln bei denselben Formaldehydkonzentrationen einen mittleren 
Gehalt von 21,55 Proz. Die Abhangigkeit des Starkegehalts von der 
Konzentration des Formaldehyds ist in der Abb. 1 dargestellt. 
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Bei diesen mit acht verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrte: 
Versuchen stieg zuerst der Stirkegehalt mit der Konzentration, um 
dann wieder zu fallen. Das Optimum lag bei der Formaldehyd- 
konzentration von 0,024 Proz., und zwar sowohl bei den im Hellen 
wie bei den im Dunkeln sich befindenden Pflanzen. Die Pflanzen 
der stirkeren Konzentrationen lieBen in beiden  Fiillen schon 
aiuBerlich eine Schadigung durch die zu hohen Formaldehyd. 
konzentrationen erkennen. 

Daher war noch eine Untersuchung der Einwirkung der ver- 
schiedenen Formaldehydkonzentrationen auf pflanzliche Fermente 
angezeigt; wir priiften das Verhalten der Formaldehydkonzentrationen 
gegeniiber dem Ferment Katalase und gegeniiber den die Assimilation 
und die Atmung durchfiihrenden Fermenten, indem wir die Pflanzen 
mit den verschiedenen Formaldehydkonzentrationen behandelten und 
die in gleichen Zeiten entwickelten Gasvolumina ermittelten. In der 
Abb. 2 sind die Gasvolumina wieder- 
gegeben, welche in dem zweiten 
beobachteten Zeitraum erhalten 
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% Formaldehyd ’ 3 und 6 Stunden nach Verbringen 
Abb. 2. der Pflanzen aus den, Formaldehyd- 
‘ lésungen in die Wasserstoffsuper- 
oxydlésung erhaltenen Gasvolumina, die andere auf die zwischen 
24 und 48 Stunden nach Eintragen der Pflanzen in die Form- 
aldehydlésungen durch die Assimilation und Atmung entwickelten 
Gasvolumina. 

Formaldehyd verandert bis zu einer Konzentration von 0,024 Proz. 
die Gasvolumina in keiner Weise; bei starkeren Konzentrationen tritt 
aber dann ein schneller Abfall der Gasentwicklung in beiden Fallen 
ein. Es wird also durch die iiber 0,024 Proz. liegenden Formaldehyd- 
konzentrationen die Tatigkeit der Fermente herabgesetzt oder unter- 
bunden, und damit werden auch die Lebensvorginge in den Pflanzen 
unterbunden. Die mit dem weiteren Ansteigen der Formaldehyd- 
konzentration zunehmende Schidigung der Pflanzen ist schon an 
deren Aussehen deutlich zu erkennen. So wird auch der Aufbau der 
héheren Kohlenhydrate bei den iiber 0,024 Proz. liegenden Form. 
aldehydkonzentrationen immer geringer, zugleich wohl aber auch der 
Abbau, so da trotz hoher, stark schidigender Konzentration der 
Starkegehalt der Pflanzen bei Beendigung des Versuchs noch hoher ist 
als bei den Pflanzen, welchen Formaldehyd nicht oder nur in sehr ge- 
ringen Mengen zur Verfiigung stand und deren normale Assimilation 
gleichfalls durch die Versuchsbedingungen unterbunden war. 
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Schon friiher haben Th. Sabalitschka und H. Riesenberg') nach- 
vewiesen, daB die von ihnen in den Blattern von Landpflanzen beob- 
achtete Erhéhung des Zucker- und Starkegehalts bei Gegenwart von 
Formaldehyd nicht durch noch vorhandenen Formaldehyd vorgetauscht 
wurde. Dafiir spricht auch das hier zu beobachtende Abfallen der ge- 
fundenen Starkemengen bei den iiber das Optimum hinausgehenden 
Formaldehydkonzentrationen ; wiirde die aus dem Reduktionsvermégen 
nach der Hydrolyse gefundene Vermehrung des Stirkegehalts einfach 
durch von den Pflanzen irgendwie gebundenen Formaldehyd vor- 
getauscht, so wire ein dauerndes Ansteigen des gefundenen Starke- 
gehalts mit der Konzentration des Formaldehyds zu erwarten. Der 
Abfall des Starkegehalts bei den héheren Formaldehydkonzentrationen 
macht auch einen eventuellen Einwand hinfillig, daB der Formaldehyd 
nur stirkeerhaltend, d.h. ,,konservierend“ wirke; gegen einen solchen 
Einwand spricht auch die Tatsache, daB bei den giinstigsten Kon- 
zentrationen sogar eine direkte Erhéhung des Starkegehalts nach dem 
Versuch gegeniiber dem Starkegehalt der Pflanzen vor dem Versuch 
festzustellen war. 

Es ist noch zu bemerken, daB die fiir den jeweiligen Starkegehalt 
im Hellen und Dunkeln gefundenen Kurven ziemlich gleichmaBig ver- 
laufen, und auch die beiden Optima bei derselben Konzentration liegen. 
Ein erheblicher EinfluB auf die Polymerisation des Formaldehyds zu 
héheren Kohlehydraten dirfte dem Lichte somit nicht zukommen. 
Allerdings ist der Starkegehalt der sich im Licht befindenden Pflanzen 
fast immer geringer als der im Dunkeln sich befindenden, was wohl der 
gréBere Kohlehydratverbrauch der im Hellen sich befindenden Pflanzen 
bewirkt. 

DaB eine Konzentration von 0,024 Proz. Formaldehyd in der 
Nahrlésung die Tatigkeit der pflanzlichen Fermente in keiner Weise 
hemmte, zeigt, daB Formaldehyd fiir die Pflanze nicht unbedingt giftig 
ist, wie mitunter Gegner der Baeyerschen Assimilationshypothese an- 
gaben. Th. Sabalitschka und H. Riesenberg*) fanden bei den Blattern 
der in einer Formaldehydatmosphare sich befindenden Kapuzinerkresse 
im Saft eine Formaldehydkonzentration von weniger als 0,055 Proz., 
wobei sich bereits auBerlich eine Schidigung der Pflanze zu erkennen 
gab; die Formaldehydlésung, mit welcher die Formaldehydatmosphare 
im Gleichgewicht stand, enthielt bei dem damaligen Versuch 2 Proz. 
Formaldehyd, sie war also mindestens 40mal so stark. Wir vermuteten 
damals, daB die Konzentration des Formaldehyds in dem Pflanzensaft 
sich nicht der Konzentration der im gleichen Raume im grofen Uber- 


1) Diese Zeitschr. 144, 551, 1924. 
*) Ebendaselbst 145, 375, 1924. 
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schu8 vorhandenen Lésung anpassen kann, da der Formaldehyd \.) 
der Pflanze dauernd umgeformt oder sonst wie veraindert wird, da} «; 
sich dem Nachweis entzieht. Der damals fiir die Formaldehydkonzey). 
tration des Saftes der etwas geschidigten Kressenblatter gefundeie 
Wert liegt der hier fiir die Nahrlésung als optimal ermittelten For). 
aldehydkonzentration ziemlich nahe, obgleich sowohl verschiedene 
Pflanzen und recht verschiedene Versuchsbedingungen vorliegen. Es 
hat den Anschein, als ob die Kressenblatter durch die Umformung des 
eindringenden Formaldehyds oder auch durch VerschluB der Eintritts. 
stellen imstande sind, die Konzentration des Formaldehyds im Safte 
wenigstens einige Zeit so niedrig zu halten, daB die Pflanze nicht zu 
stark geschadigt wird. 

Die Garung durch Hefe wurde bei den Versuchen von Sabalitschka') 
zwar schon durch eine etwas geringere Formaldehydkonzentration 
namlich 0,01 Proz., merklich gehemmt, andererseits war aber dic 
Zymase gegen héhere Formaldehydkonzentrationen widerstands- 
fahiger als die hier gepriiften Fermente der Wasserpest. Bei der 
mittleren Konzentration von 0,03 Proz. zeigte sie ebenso eine teilweise 
Hemmung wie sie hier zu beobachten war. 


Versuche, 


A. Im Hellen. 
Bei den Ernahrungsversuchen im Hellen war darauf zu achten 
daB 1. jeder Zutritt von Kohlensiure zu den Pflanzen verhindert war, 
damit also die normale Kohlensiureassimilation, 2. die Nahrlésung 


Sauerstoff in hinreichender Menge enthielt, 3. die Nahrlésung éfter 
erneuert werden konnte, ohne daB dabei Kohlensaure zu den Pflanzen 
kam. Zugleich war es erwiinscht, gleichzeitig mehrere Pflanzenpartien 
zu dem Versuch zu verwenden, um bei verschiedener Konzentration 
des Formaldehyds sonst méglichst gleiche Bedingungen zu erreichen, 
ebenso bei den nicht mit Formaldehyd behandelten Pflanzen. 


Die Forderungen 1 bis 3 lieBen sich erfiillen unter Verwendung der 
schon von Th. Sabalitschka zu seinen Ernahrungsversuchen mit Ameisen- 
séure benutzten Apparatur?). Im Halse A einer Woulfeschen Flasche 
befindet sich ein bis zum Boden der Flasche reichendes Rohr, welches 
wahrend des Durchleitens von Luft als Zuleitungsrohr, wahrend des Ab- 
treibens der alten Naéhrlésung als Ableitungsrohr dient. Hals B tragt einen 
Scheidetrichter, der zum Nachfiillen der Nahrlésungen bestimmt ist. Im 
Hals C ist ein kurzes Rohr angebracht, welches wihrend des Durchleitens 
von Luft als Ableitungsrohr dient, wihrend des Abtreibens der alten Lésung 
als Zuleitungsrohr. Die Halse sind mit Gummistopfen verschlossen. Das 
Luftzuleitungsrohr in A ist mit zwei Waschflaschen verbunden, die zur 


1) Diese Zeitschr. 148, 378, 1924. 
*) Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 32, 283, 1922. 
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Entfernung der Kohlensiure aus der vom Gasometer kommenden Luft 
mit 30proz. Kalilauge gefiillt sind. Die beiden Leitungswege sind durch 
eine Querleitung verbunden; mit Hilfe der letzteren und durch Offnen oder 
SchlieBen dazwischengeschalteter Klemmschrauben kann die Luft je nach 
Bedarf durch A oder C in die Flasche gefiihrt werden. Durch Neben 
einanderschalten vier derartig ausgeriisteter Flaschen kann mit vier 
Pflanzenpartien der Versuch gleichzeitig ausgefiihrt werden. Die vom 
Gasometer kommende Luft wird durch eine entsprechende Gabelung in 
die vier Wege geleitet, nachdem sie schon vorher eine mit starker Kalilauge 
gefiillte Waschflasche passiert hat. 

Es werden die zu den Versuchen verwendeten, vorher einige Zeit sich 
im Dunkeln befindenden Pflanzen in die Woulfeschen Flaschen gegeben, 
die Nahrlésungen rasch zugegossen und die Flaschen durch die die Scheide- 
trichter oder Leitungsréhren tragenden Gummistopfen verschlossen. Dann 
wird aus dem Gasometer 2 bis 3 Stunden lang Luft durch die Lésungen 
geleitet, um sie damit wieder zu saéttigen. Durch Klemmschrauben wird 
der Luftstrom so reguliert, daB die Luftblasen langsam die Waschflaschen 
durehziehen und die Kohlenséure sicher aus der Luft entfernt wird. Der 
Luftstrom tritt durch das Rohr in A in die Woulfeschen Flaschen ein und 
verlaBt sie wieder durch das Rohr in C, um hierauf iiber eine weitere, mit 
Kalilauge gefiillte Waschflasche ins Freie zu gelangen. Nach Beendigung 
des Durchleitens werden die Klemmschrauben geschlossen und die Pflanzen 
in der verschlossenen Apparatur einen Tag sich selbst tiberlassen. Am 
nichsten Tage wird die Zuleitung zu A zwischen der Querverbindung 
nach der Leitung zu C und der Woulfeschen Flasche unterbrochen, und jetzt 
wird iiber die Querverbindung die Luft durch C in die Woulfesche Flasche 
gedriickt, wodurch wiederum die Nahrlésung durch das Rohr A heraus- 
gedriickt wird. Wahrend dieser Zeit muB die bei C angeschlossene Wasch- 
flasche verschlossen sein. Das Herausdriicken der alten Nahrlésung ge- 
schieht so langsam, daB die Fliissigkeit tropfenweise an der unterbrochenen 
Stelle der Zuleitung A austritt. Nach der Entfernung der alten Nahrlésung 
wird die Zuleitung zu A wieder hergestellt und die Querverbindung wieder 
gesperrt; zugleich wird die an C angeschlossene Waschflasche wieder ge- 
offnet. Nun gie8t man durch den Scheidetrichter neue Nahrlésung in die 
Wouljesche Flasche, wobei die dadurch verdrangte Luft durch die Ab- 
leitung C die Apparatur verlaBt. Nach EinflieBen der Nabrlésung schlieBt 
man den Hahn des Trichters sofort wieder und sittigt jetzt in gleicher 
Weise wie am Tage vorher die Nabrlésung mit Luft. Ebenso wird an den 
folgenden Tagen den Pflanzen neue Nahrlésung zugefiihrt. Die Woulfesche 
Flasche wird schon am ersten Tage mit der Nahrlésung méglichst angefiillt, 
um nicht merkliche Mengen Kohlensaéure von vornherein in der Apparatur 
zu haben. Die Nahrlésungen bereiteten wir aus Wasser, aus dem durch 
Kochen die Kohlensaéure ausgetrieben war; zu diesem Zwecke kochten wir 
1 Liter Wasser in einem Kolben auf die Halfte ein. In jede Woulfesche 
Flasche gaben wir | Liter Nahrlésung, der stets mit 0,1 g Sachsschen Salzes 
versetzt war und Formaldehyd in verschiedenen Mengen enthielt. Es wurde 
festes Paraform') auf 100 ccm kohlensaéurefreies Wasser gelést und von 
dieser Lésung, deren Formaldehydgehalt nach Romijn bestimmt war, 
mit der Pipette die fiir die Nahrlésungen benétigte Menge diesen 


1) Vgl. F. Auerbach und H. Barschall, Arbeiten aus d. Kaiser]. Ge- 
sundheitsamte 22, 628, 1905; Th. Sabalitschka, Ber. d. deutsch. pharm. 
Ges. 32, 289, 1922. 
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zugegeben. Sachssches Nahrsalz besteht aus 1 Teil Kaliumnitrat, 0,5 Teilen 
Calciumsulfat, 0,4 Teilen Magnesiumsulfat, 0,5 Teilen Calciumphosphat 
und einer Spur Eisenchlorid. Das durch Kochen von Kohlensaure 
befreite Wasser und die daraus bereiteten Nahrlésungen wurden in Gefaben 
aufbewahrt, die mit Gummistopfen verschlossen waren, welchen wieder 
ein mit Natronkalk gefiilltes Glasrohr eingefiigt war. 

Bei Beendigung des Versuchs entnahmen wir die Pflanzen den Flaschen, 
befreiten sie durch kurzes Liegen auf Filtrierpapier von dem anhaftenden 
Wasser, stellten das Frischgewicht fest, brachten die Pflanzen dann sofort 
in den bereits auf 100° erhitzten Trockenschrank und trockneten dort. 
Hierauf wurden sie mit einer Schere zerschnitten, quantitativ in ein Wage. 
glaschen gegeben und dort mit einem glasernen Pistillchen zu einem Pulver 
zerrieben, um weiter bis zum konstanten Gewicht getrocknet zu werden. 
Das gewogene wasserfreie Pulver brachten wir vollkommen in einen 
Erlenmeyerkolben, versetzten es dort mit 70cem Wasser und 5,5 ccm 
25proz. Salzsiure und kochten das Gemisch unter haufigem Umschiitteln 
unter dem RiickfluBkiihler 3 Stunden, wobei die Starke in Dextrose iiber. 
ging. Da Elodea nur sehr wenig Zucker enthalt, wurde dieser gemeinsam 
mit der Starke bestimmt. Zu diesem Zwecke saugten wir die heiBe Fliissig- 
keit von dem Pulver ab, wuschen mit je 10 ccm heiBem Wasser zweimal 
nach und erginzten Filtrat und Waschwasser im MaBkolben auf 100 ccm. 
Hiervon entnahmen wir 25 ccm zur Untersuchung, die wir durch tropfen- 
weisen Zusatz von l5proz. Kalilauge neutralisierten und auf ihren Gehalt 
an Dextrose nach Meissl-Allihn priiften. Das Kupferoxyd wogen wir nicht 
direkt im Réhrehen, sondern lésten den erhaltenen Niederschlag nach 
geniigendem Auswaschen nochmals in wenig heiBer 25proz. Salpetersaure, 
fallten aus der verdiinnten Lésung mit Lauge und wogen als Kupferoxyd. 
Daraus wurde der Starkegehalt berechnet. 

1. Versuch. Die aus der Havel bei Moorlake in der Nahe von Potsdam 
stammenden Pflanzen wurden nach griindlicher Saiuberung in den Dunkel- 
raum gebracht; sie befanden sich in einer Anschiittelung von 0,1 g Sachs- 
schem Niahrsalz auf 1 Liter destilliertes Wasser. Zeit Juni 1922. 

Nachdem durch dreitagigen Lichtentzug der Starkegehalt der Pflanzen 
unter den normalen gesunken war, teilten wir die Pflanzen in drei gleiche 
Teile. In Teil I wurde der Gehalt an Starke sofort ermittelt, Teil I] und III 
brachten wir in die Apparatur und boten dort Teil II Formaldehyd, Teil IJ 
nicht, wobei sich beide Pflanzen im Licht unter AusschluB von Kohlensaéure 
befanden. Langere Einwirkung direkten Sonnenlichts war vermieden, 
wohl war der Versuchsraum an sich ziemlich hell; er lag gegen Osten. Bei 
Teil II enthielt der jeweils zugesetzte Liter Nahrlésung 0,009 g Formaldehyd. 

Vom 12. bis 22. Juni befanden sich die Teile IT und III in der Apparatur, 
wobei tiiglich die Nahrlésungen erneuert wurden; die Temperatur des 
Versuchsraumes betrug 15 bis 18°. Nach diesen 10 Tagen ermittelten wir 
den Starkegehalt der beiden Teile. 





Teil I | Teil Il Teil If! 





Pflanzen vor Pflanzen nach dem Versuch 
dem Versuch 





mit Formaldehyd ohne Formaldehyd 


Aussehen | ziemlich gut ziemlich gut schlecht 


Starkegehalt von. 100 g 


Trockensubstanz. . . 1132 7,3¢ 52¢ 
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2. Versuch. Bei diesem Versuch wurde der Formaldehyd in verschiedenen 
Konzentrationen den Pflanzen geboten; ferner fand zur gleichen Zeit 
Versuch 6 mit demselben Pflanzenmaterial und den gleichen Konzen- 
trationen im Dunkeln statt. Die Pflanzen stammten aus dem Teich am 
Lauenburger Platz in Berlin-Steglitz. Nach sorgfaltiger Reinigung wurden 
die Pflanzen 4 Tage in den Dunkelraum gestellt. Zeit Juni 1923. 

Nach viertigigem Lichtentzug teilten wir das Pflanzenmaterial in 
neun gleiche Teile. Teil I wurde sofort untersucht, wahrend die itibrigen 
acht Teile in Woulfesche Flaschen gegeben wurden, die zu je vier zur vorher 
beschriebenen Apparatur zusammengeschlossen waren. Die den Pflanzen 
gebotenen Nahrlésungen enthielten im Liter 


bei Teil IT ..... . . 0,00g Formaldehyd 
ae een | ” 
° 9 oe «. <«.«. < « =a ee ee 
— 6 ee a. ee 
ee! ere Ss - 
a Sea ee , 
ioe” og WER Oe ee a we DQ *» 
oe ae = 


Die Lésungen wurden alle 2 Tage erneuert; der Versuch dauerte vom 
26. Juni bis 6. Juli, also 11 Tage; die Temperatur betrug 18 bis 22°; 
im iibrigen entsprach die Versuchsanordnung der von Versuch 1. 

Bei Beendigung des Versuchs zeigten die Pflanzen deutliche Unter- 
schiede. Im besten Zustande befanden sich die Pflanzen der schwacheren 
Formaldehydkonzentrationen (Teil III bis V), wahrend von Teil VII an 
bereits eine schédliche Einwirkung des Formaldehyds beobachtet werden 
konnte; hier waren die Pflanzen weich und schlapp, ihre Farbe war heller 
als die der iibrigen Teile; die nicht mit Formaldehyd behandelten Pflanzen 
von Teil If waren weniger frisch als die Teile [11 bis V, hatten sich aber 
besser gehalten als die Pflanzen der hohen Formaldehydkonzentrationen 





’ . Starkegehbalt 
| fase hn ~~ 
| 

Pflanzen vor dem Versuch gut 19,2 

Pflanzen nach dem Versuch : 
mit 0,00 g Formaldehyd etwas geschidigt 12, 
, 004g * gut 12.8 
, 008g . gut 17,8 
. 016g gut 18.3 
, 024¢ ziemlich gut 19,9 
- 032g _ geschadigt (schlapp) 19.8 
- 064g e geschadigt (schlapp) 19,3 
» 1,28¢ e sehr geschadigt (sehr schlapp) 17,9 


B. Im Dunkeln. 


Da hier ein AbschluB der Kohlensaure nicht notwendig war, konnten 
die Pflanzen in offene Becherglaser von 1 Liter Inhalt gegeben werden. 
Die Naihrlésungen gossen wir einfach vorsichtig ab und gaben dann 
die neuen Nahrlésungen in die GefiBe. Auch auf das vorherige Aus- 
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kochen des Wassers konnten wir hier verzichten. Im iibrigen verfulre 
wir bei der Bereitung der Nahrlésungen wie bei den Versuchen iy, 
Hellen. 


3. Versuch. Das Pflanzenmaterial erhielten wir durch giitige Vermittlung 
des Herrn Prof. Dr. Graebner aus dem Botanischen Garten Berlin, da zu, 
Zeit der Ausfiihrung des Versuchs (Mai 1922) im Freien geeignetes Materia| 
nicht zu beschaffen war. 

Nachdem durch dreitagigen Lichtentzug der Starkegehalt herabgeset7; 
war, teilten wir das Pflanzenmaterial in drei Teile. Teil I wurde sofort 
untersucht, Teil I] und III wurde vom 2. bis 13. Mai weiter im Dunkel; 
belassen, wobei bei Teil I] zu den Nahrlésungen 0,009g Formaldelhyd 
gegeben wurde. Die Nahrlésungen erneuerten wir taglich. Die Temperatur 
des Versuchsraumes betrug 14 bis 16°. 





Teil I Teil I Teil Ill 


Pflanzen vor Pflanzen nach dem Versuch 


dem Versuch — a Sapient : 
mit Formaldehyd ohne Formaldehyd 


Aussehen ea ee gut gut schlechter 
Starkegehalt von 100¢ 
Trockensubstanz. . . 72¢ 68¢ 53¢ 


4. Versuch. Dieser Versuch wurde gleichzeitig mit dem ersten Versuc! 
und mit demselben Pflanzenmaterial ausgefiihrt; im Gegensatz zu jenem 
befanden sich hier die Pflanzen im Dunkeln und enthielt hier die taglic! 
erneuerte Nahrlésung im Liter 0,018 g Formaldehyd, also die doppelte 
Menge wie beim ersten Versuch. 





Teil I Teil Il Teil IIT 


Pflanzen vor Pflanzen nach dem Versuch 
dem Versuch - niendiinatienieail 
mit Formaldehyd ohne Formaldehyd 


‘ 
Starkegehalt von 100g 
lrockensubstanz . . . 113g 10,7 g 76g 


5. Versuch. Das Pflanzenmaterial stammte aus der Havel bei Moorlak: 
in der Nahe von Potsdam. Zeit Juli 1922. 

Nachdem durch dreitégiges Entziehen des Lichtes der Starkegehalt 
herabgesetzt war, teilten wir das Pflanzenmaterial in drei gleiche Teile: 
Teil I untersuchten wir sofort, Teil II und ITI lieBen wir weiter vom 17. bis 
26. Juli im Dunkeln stehen, wobei die Teil IT gebotene, tiglich erneuert: 
Nahrlésung 0,027 g¢ Formaldehyd im Liter enthielt. Die Temperatur de- 
Versuchsraumes betrug 20 bis 25°. 





Teil I Teil Il Teil Ill 
Pflanzen vor Pflanzen nach dem Versuch 
dem Versuch 





‘mit Formaldehyd ohne Formaldehyd 


Ce Se ee 
Starkegehalt von 100g 
Trockensubstanz . . . 10.2 ¢ 102 ¢ &3¢ 
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6. Versuch. Dieser Versuch wurde gleichzeitig mit dem zweiten Versuch 
ausgefiihrt ; die Pflanzen befanden sich aber hier im Dunkeln, die Temperatur 
des Versuchsraumes betrug 20 bis 24°. Sonst waren die Versuchsbedingungen 
dieselben wie beim zweiten Versuch; auch dasselbe Pflanzenmaterial diente 
zu den Versuchen. Wie beim zweiten Versuch teilten wir auch hier das 
Pflanzenmaterial in neun gleiche Teile. 





Starkegehalt 
Aussehen = a 
~ 

Pflanzen vor dem Versuch gut 19,2 
Pflanzen nach dem Versuch: 

mit 0,00 g Formaldehyd weniger gut 15,7 

. 004g _ gut 16.7 

. 008g = gut 18,4 

, O16¢ e gut 20.3 

. 024g " ziemlich gut 219 

. 032¢ = geschadigt (schlapp) 21,2 

0,64 g a sehr geschadigt (sehr schlapp) 19.3 

1,28 g ‘ sehr geschadigt (sehr schlapp) 17,5 


Daf die Dunkelpflanzen durchweg mehr Starke als die im Hellen 
sich befindenden Pflanzen enthalten, laBt sich wohl durch einen gréBeren 
Verbrauch der letzteren an Nahrstoffen erklaren. 


C. Wirkung des Formaldehyds auf pjlanzliche Fermente. 


Es wurde die Wirkung der verschiedenen Formaldehydkonzen- 
trationen auf das Ferment Katalase und die durch Assimilation und 
Atmung verursachte Gasentwicklung, also auf die diese Lebensvorginge 
durchfiihrenden Fermente studiert. Die Versuche wurden gema8 der 
bei Assimilationsversuchen angewandten Trichtermethode ausgefiihrt. 


7. Versuch. Gleiche Teile der Pflanzen gaben wir mehrere Tage in 
acht GefaiBe, welche je 0,1 g Sachssches Nahrsalz, 1 Liter Wasser und 
0,00, 004, 0,08, 0,16, 0,24, 0,32, 0,64, 1,28g¢ Formaldehyd enthielten. 
Hierauf brachten wir die Pflanzen in Mischungen von | Liter Brunnenwasser 
mit 10cem 3proz. Wasserstoffsuperoxydlésung, fingen die von ihnen dort 
entwickelten Gasmengen auf und maBen sie nach Ablauf bestimmter Zeiten. 
Nach 3 Stunden waren bei Teil I bis V ungefahr gleiche Gasmengen ent 
wickelt, bei Teil VI die Halfte und bei Teil VII und VIII ungefahr ein Viertel. 
Innerhalb der nachsten 3 Stunden war die Gasentwicklung bei Teil I bis V 
gleich und ebenso wie in den ersten 3 Stunden, bei Teil VI betrug sie wieder 
die Halfte der Teile I bis V, sehr gering war sie bei Teil VII, wahrend bei 
Teil VIII eine Gasentwicklung iiberhaupt nicht mehr zu beobachten war. 
Ahnlich verhielten sich die dann wahrend der nachsten 18 Stunden ent- 
wickelten Gasvolumina. 


Verhaltnis der entwickelten Gasvolumina: 


g Formaldehyd im Liter . . . 0,00 0,04 0,08 0,16 0,24 0,32 0,64 1,28 
in den ersten 3 Stunden .. . Se RPE cs Css BMstH 
in den niachsten 3 Stunden . . St: Bet ¢ Fs 8 ee €*h2 8 
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8. Versuch. Acht gleiche Pflanzenteile gaben wir in Anschiittelunge) 
von je 0,1 g Sachsschem Nahrsalz mit je 1 Liter Wasser; die Nahrlésungen 
waren mit ansteigenden Formaldehydmengen wie beim siebenten Versuch 
versetzt. Da wir den Versuch im November ausfiihrten, stellten wir die 
GefaBe in einem geheizten Raume bei 15 bis 18° auf, und zwar an einem 
gegen Siiden gehenden Fenster, so daB die Mittagssonne ausgeniitzt werden 
konnte. Der Versuch wurde um 12 Uhr mittags begonnen und die Ablesung 
der entwickelten Gasvolumina an den folgenden Tagen zur gleichen Zeit 
vorgenommen. Die erhaltenen Gasvolumina waren hier wesertlich geringer 
als bei dem vorhergehenden Versuch. Bei der ersten Messung des ent. 
wickelten Gases erhielten wir bei Teil I bis V ungefahr gleiche Gasvolumina, 
bei Teil VI nur den halben Betrag, bei Teil VII war die Gasentwicklung 
weit geringer und bei Teil VIII, den in der starksten Formaldehydlésung 
sich befindenden Pflanzen, hatte iiberhaupt keine merkliche Gasentwicklung 
stattgefunden. Wahrend der nachsten 24 Stunden war die Gasmenge bei 
den Pflanzenteilen I bis V dieselbe, bei Teil VI nur noch gering, bei den 
Teilen VII und VIII unterblieb sie ganz; die Pflanzen hatten sich hier 
heller gefairbt. Nach weiteren 24 Stunden hatten die Teile I bis V wieder 
ebensoviel und unter sich gleichviel Gas entwickelt, wihrend bei den sich 
in den héheren Formaldehydkonzentrationen befindenden Pflanzen keine 
Gasentwicklung mehr zu beobachten war. Teil VII und VIIT waren noch 
mehr gebleicht. 


Verhaltnis der entwickelten Gasvolumina. 


g Formaldehyd im Liter . . . 0,00 0,04 0,08 0,16 0,24 0,32 0,64 1,2s 
in den ersten 24Stunden. .. 1: 1: 1: 1: 1 :¥,: 4/5: 0 
in den weiteren 24 Stunden. . Ra 8 33.3 828 28s O 3 © 


Es erwies sich hier Elodea canadensis widerstandsfahiger gegen 
Formaldehyd, als nach den Angaben von O. T'reboux') zu erwarten war, 
der eine Giftwirkung schon bei 0,01 proz. Formaldehydlésung beob- 
achtete. 


Zusammenfassung, 


1. Wie schon in friiheren Versuchen ist gezeigt, daB die Pflanze, 
hier die Wasserpest, Elodea canadensis R. und M., kiinstlich zugefiihrten 
Formaldehyd im Hellen und Dunkeln zu héheren Kohlehydraten 
polymerisiert. 

2. Ein férdernder EinfluB des Lichtes auf die Polymerisation war 
nicht zu beobachten. 

3. Die optimale Formaldehydkonzentration der Nahrlésung betrug 
unter den Versuchsbedingungen 0,024 Proz., bei dieser Konzentration 
war sowohl im Hellen wie im Dunkeln der Starkegehalt am héchsten ; 
er war bei den giinstigsten Konzentrationen auch héher ais vor dem 
Versuch, was die Annahme einer Umwandlung des zugefiihrten Form- 
aldehyds zu Stirke rechtfertigt. Die Konzentration von 0,024 Proz. 
schidigte die pflanzlichen Fermente noch nicht. 


1) Flora 92, 49, 1903. 
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4. Durch héhere Formaldehydkonzentrationen finden Schadi- 
gungen der pflanzlichen Fermente statt und damit geht eine Hemmung 
oder Unterbindung der Umwandlung des Formaldehyds zu Starke 
einher. 

5. Ist es eine allgemeine Tatsache, daB die Pflanzen bei kiinstlicher 
Ernihrung im Dunkeln nur solche Stoffe, die sich auch in ihrem natiir- 
lichen Zustande bilden, zu Starke verarbeiten — wie Versuche ver- 
schiedener Forscher ergaben —, dann beweist die von uns beobachtete 
Verwertung des Formaldehyds im Dunkeln zum Aufbau von Starke, 
daB Formaldehyd auch unter normalen Verhiiltnissen eine Vorstufe 
der Starke ist; dies steht in Ubereinstimmung mit den Versuchsergeb- 
nissen von G. Klein und O. Werner. 




















Bemerkung zur Arbeit von Richard Schniicke 
»Der Phosphorstoffwechsel einiger Pilze, mit besonderer 
Beriicksichtigung von Aspergillus niger’). 


Von 
W. Vorbrodt (Krakau). 


(Agrikulturchemisches Institut der Universitat.) 


(Eingegangen am 18. Marz 1926.) 


In der genannten Arbeit sagt der Verfasser (S. 373): .,Ganzlich un- 
bekannt dagegen sind die Wechselbeziehungen zwischen Phosphorsaure. 
aufnahme und -verarbeitung und denen der iibrigen lebenswichtigen Elemente 
im Laufe der Entwicklung unter Beriicksichtigung der Variation éuBere: 
Kulturbedingungen* und einige Zeilen darunter: ,,liegen fiir die Mikro- 
organismen noch keinerlei diesbeziigliche Beobachtungen vor“. 

Ich méchte dazu bemerken, daB ich mich schon vor dem Kriege mit 
der Frage des Stickstoff- und Phosphorstoffwechsels im Mycel von Asper- 
gillus niger beschaftigte, aber die erhaltenen Resultate infolge der Kriegs- 
verhaltnisse erst im ,,Bulletin de l’Académie Polonaise des Sciences et 
des Lettres, Classe des sciences mathém. et natur.‘‘, Série B, 1919, S. 71 bis 
109, veréffentlicht habe. 

Ich ziichtete den Pilz in Lésungen von verschiedenem P,O,;-Gehalt 
und bestimmte den Gehalt des Mycels an einzelnen P,O;-Verbindungen. 
Ich konnte mich dabei iiberzeugen, daB nicht die gesamte vom Pilz auf- 
genommene P,O;-Menge von demselben in organische Form iibergefiihrt 
wird, sondern daB ein groBer Teil davon in Mineralform im Pilze bestehen 
bleibt (bis 1,8 Proz. der Trockensubstanz), und daB, sogar wenn der Pilz 
an P,O,-Mangel leidet, der Gehalt an Mineral-P,O,; denjenigen an organi- 
schen Phosphorverbindungen stark iibertrifft. Es scheint dafiir zu sprechen, 
daB die Mineral-P,O, eine wichtige Rolle im Mycel zu spielen hat. Die 
vom Pilz aufgenommene Phosphorséure wird zu organischen Verbindunge: 
verarbeitet, und zwar finden wir im Mycel sowohl die in 1] proz. Essigséure 
léslichen P,O,-Verbindungen, deren Menge jedoch sehr stark schwankt, wie 
die unléslichen Verbindungen, deren Quantitét von allen P,O,-Verbindungen 
im Mycel die kleinsten Variationen aufweist. Weiter konnte ich mich iiber- 
zeugen, daB die Aufnahme und die Verarbeitung von Stickstoffverbindungen 
sehr stark von dem P,O,;-Gehalt der Nahrlésung abhangt. 


1) Diese Zeitschr. 153, 372, 1924. 
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Chemische Untersuchungen iiber die Metamorphose der Insekten. 


IV. Mitteilung’): 
Spinner und Schwirmer. 


Von 


Jozef Heller. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 18. Mdrz 1926.) 


I. 
Die meisten biochemischen Untersuchungen iiber die Metamorphose 
der Insekten wurden am Seidenspinner ausgefiihrt. 


Vor allem sind es die Arbeiten von O. Kellner?), welche noch heute ° 
als Grundlage unserer Kenntnisse iiber den Stoffumsatz bei den Schmetter- 
lingen gelten diirfen, die kalorimetrischen Bestimmungen von K. Farkas?) 
und die Analysen von R. Inouye*). AuBerdem haben italienische und 
franzésische Forscher wichtige Beitrage zum Chemismus der Metamorphose 
beim Seidenwurm geliefert. so daB dieser Spinner in der vergleichenden 
Physiologie des Stoffwechsels oft als Typus fiir Schmetterlinge oder sogar 
fiir Insekten iiberhaupt angefiihrt wird. Es war von Interesse, festzustellen, 
wieweit die am Seidenspinner gewonnenen Resultate fiir andere Schmetter- 
linge gelten, und es wurde ein anderes klassisches Versuchstier unter den 


1) I. Mitteilung: Pfliigers Arch. 210, 736, 1925; LI. Mitteilung: diese 
Zeitschr. 165, 411, 1925; ILI. Mitteilung: ebendaselbst 169, 208, 1926; 
vel. auch C. r. Soc. de Biol. 92, 1086, 1925; 98, 1632, 1925. 

In der III. Mitteilung, Abb. 5 auf 8S. 227 soll bei der Bezeichnung der 
Abszissen statt ,,Stunden* stehen ,,» 10 Stunden“. 

S. 232, Zeile 5 von unten statt Prorsa soll sein Porima. 

S. 232, FuBnote 2, statt harvaque soll sein larvaque. 

In der zweiten Mitteilung (Bd. 165, S. 414, 1925), Zeile 3 u. 1 von unten, 


statt soll stehen 
Ss Ss T, — T, Ss Ss T, oP T, 
I Il .— T, I Il — T, 
. . T,.—T > . T.—T 
K = S 2 -_— ) k f 2 _— 
ip 7, 1 . a D 


2) Landwirtsch. Versuchs-Stationen 80, 59, 1884; 33, 381, 1887. 
3) Pfliigers Arch. 98, 547, 1903. 
*) Journ. of the College of Agriculture Tokyo 6, 67, 1912. 
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Schmetterlingen, der Wolfsmilchschwarmer') (Deilephila euphorbiae), zum 
Vergleich herangezogen. 

Dieser Schmetterling spinnt bei der Verpuppung nur im ganz un 
bedeutenden MaBe, wodurch er sich —- mit anderen verwandten Arten - 
von den Spinnern unterscheidet. Der Vorgang des Spinnens kann aber 
fiir den Stoffwechsel nicht gleichgiiltig sein, wenn man bedenkt, daB aus 
100g Stickstoff reifer Raupen bloB 42g (nach Kellner) oder sogar nur 
37,4g (nach Inouye) in die Puppe iibergehen, dagegen 53,5 bzw. 61 ¢ 
zur Bildung des Kokons verwendet werden. Ein derartiger Verlust an 
stickstoffhaltigen Substanzen mu aber einen EjinfluB8 auf den iibrigen 
Stoffumsatz haben. 

Es kommen hier mehrere Methoden in Betracht, den Stoffwechse! 
zu bestimmen : 

1. Direkte Kalorimetrie, welche meines Wissens bei den Insekten 
noch keine Anwendung fand. 

2. Brennwertbestimmungen der Kérpersubstanz und der aus. 
geschiedenen Stoffe in bestimmten Zeitpunkten. Auber der oben 
angetiihrten Untersuchungen von Farkas wird diese Methode von 
Tangl?) zur Bestimmung des Energieverbrauchs bei der Fliege Ophyra 
cadaverina verwendet. 

3. Berechnung auf Grund des Sauerstoffverbrauchs oder der 


Kohlensaurebildung?). 

4. Berechnung des Brennwertes auf Grund chemischer Analyse 
unter Anwendung der bekannten Brennwerte einzelner Bestandteile. 
Solche Rechnungen hat u. a. Slowtzoff*) in seinen ,,Beitragen zur ver- 
gleichenden Physiologie des Hungerstoffwechsels ausgefiihrt. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Zusammensetzung, d.h. Fett, 
Eiwei8, Chitin und Asche von Deilephila als reife Raupe, frische Puppe 


1) Von zahlreichen an diesem Schwarmer ausgefiihrten Untersuchungen 
waren zu nennen die physikalischen Messungen von Bachmetjew (Zeitschr. 
f. wiss. Zool. 71, 550, 1902), die Oxydaseforschung (O. Fiirth-Schneider, 
Hofmeisters Beitr. 1, 229, 1902; Batelli und Stern, diese Zeitschr. 56, 59, 
1913), die geschlechtliche Differenzierung der Himolymphe (0. Steche, Verh. 
d. deutsch. zool. Ges. 22, 1912; K. Geyer, Zeitschr. f. wiss. Zool. 105, 349, 
1913), schlieBlich Abderhaldens Versuche mit Verfiitterung endokriner 
Driisen (Pfliigers Arch. 176, 241, 1919) und, daran ankniipfend, einige 
chemische Untersuchungen (Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 93, 1922). 

2) Pfliigers Arch. 130, 1, 1909. 

%) In der ersten und dritten Mitteilung wurde bedauerlicherweise 
unterlassen, unter den Arbeiten, welche den Gaswechsel der Insekten- 
metamorphose untersucht haben (Weinland, Tangl, Krogh), die Arbeit von 
J. Sosnowski zu nennen (Anz. d. Akad. d. Wissensch. in Krakau, Math.- 
naturw. Klasse, Jahrg. 1902, S. 569), der als erster die Kohlensaéurebildung 
der Puppen an Musca vomitoria untersucht hat und einen Aéhnlichen 
Verlauf der Stoffwechselintensitat fand, wie die vorhergenannten spéiteren 
Arbeiten. 

*) Hofmeisters Beitr. 4, 23, 1904; 6, 163 u. 170, 1905. 
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und frisch ausgeschliipfter Schmetterling bestimmt. Fiir Bombyx mori 
wurden die Kellnerschen Werte angenommen, unter teilweiser Um- 
rechnung der prozentualen Zahlen auf absolute Werte. Die Zuver- 
jassigkeit der Resultate wird dadurch erhéht, dab der ganze Energie- 
verbrauch nach einer anderen Methode bestimmt worden ist: Fiir 
Deilephila auf Grund der Respirationsversuche, fiir Bombyx auf Grund 
der von Farkas ermittelten Verbrennungswirmen der Trockensubstanz 
in verschiedenen Perioden. Die Ubereinstimmung ist in beiden Fillen 
recht gut. 
Il. 


Es wurden bei Deilephila ermittelt: 

1. Das Gewicht. 

2. Der Gehalt an Trockensubstanz, bestimmt durch Trocknen in 
einem Luftbade bei 105° bis zur Gewichtskonstanz. 

3. Der Fettgehalt nach der Methode von Kumagawa-Suto. Es wurden 
je 2g gepulverter Trockensubstanz verseift. Der zur Gewichtskonstanz 
bei 55° getrocknete Petrolitherextrakt stellt die im Fette enthaltenen 
Fettséuren + Unverseifbares dar. Der Gehalt am Unverseifbaren [Sterine, 
Kohlenwasserstoffe?!)] ist in allen Stadien annaihernd gleich und betragt 
gegen 6 Proz. Das Molekulargewicht der Fettséuren wurde durch Titration 
gewogener Mengen (zu etwa 0,2 g) ermittelt. Fiinf Bestimmungen ergaben: 
294, 298, 298, 305 und 305, durchschnittlich 300. Die durchschnittliche 
Anzahl] Kohlenstoffatome im Sauremolekiil ist daher 19. Das Gewicht 
des Triglycerids ist 938 und sein Verhaltnis zum Gewicht freier Séuren 
ist 938: 900 = 1,04, und mit diesem Faktor sind die Extraktgewichte 
zu multiplizieren. 

4. Der Stickstoffgehalt wurde nach Kjeldahl in ganzen Individuen 
oder in 150 bis 300 mg gepulverter Trockensubstanz bestimmt. 

5. Wird vom Gesamtstickstoff der Chitinstickstoff abgezogen und 
der Rest mit 6,25 multipliziert, so erhalt man das ,,Rohprotein“ im von 
Kellner gebrauchten Sinne. 

6. Chitin wurde fiir das Raupen- und Puppenstadium in den Exuvien 
bestimmt. Dieselben wurden einigemal abwechselnd mit heiBer verdiinnter 
Lauge, Siiure und Wasser gewaschen, schlieBlich mit Alkohol und Ather 
bespiilt und zur Gewichtskonstanz bei 105° getrocknet. Bei den Schmetter- 
lingen wurden 0,7 g Trockensubstanz im Zentrifugenréhrchen zuerst mit 
20 Proz. Natronlauge im Wasserbade von 100° behandelt und dann mittels 
Zentrifugierens und Absaugens mit warmem Wasser gewaschen, dann weiter 
wie die Exuvien behandelt. 

7. Asche wurde durch Gliihen gewogener Mengen Trockensubstanz 
(800 bis 1200 mg) im Porzellantiegel bis zur Gewichtskonstanz erhalten. 

8. ,,Stickstofffreie Extraktstoffe“* (nach Kellner) ergeben sich als ein 
Restwert, indem von der gesamten Trockensubstanz die Summe von Fett, 
Rohprotein, Chitin und Asche abgezogen wird. Ihre Menge diirfte mit 
den Kohlehydraten ungefihr iibereinstimmen, um so genauer, je genauer 
das ,,Rohprotein“ der wirklichen Menge der stickstoffhaltigen Substanzen 
entspricht. So wird z. B. bei wachsendem Gehalt an Harnsiure der Gehalt 


1) A. Menozzi und A. Moreschi, zitiert nach Chem. Centralbl. 1908, 
I, 1377; 1910, I, 872. 
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an ,,stickstofffreien Extraktstoffen‘‘ in immer erheblicherem Grade z 
niedrig ausfallen. Das Umgekehrte ware der Fall, wenn unter den Stick 
stoffsubstanzen auBer Chitin ahdere Kérper mit kleinerem Stickstoffgeha!: 
als Eiwei8 vorhanden waren. 
Ill. 
Zusammensetzung einer reifen Raupe. 

Das Gewicht einer Raupe wachst bis zu dem Zeitpunkt, wenn si: 
zu fressen aufhért. Dann fallt es sehr steil ab; an diesem Gewichtsverlust 
kommt den Darmentleerungen eine nicht unbetrachtliche Rolle zu. B: 
Deilephila wiegt ein Kotballen gegen 0,1 g, was gegen 2 Proz. des Eigen 
gewichtes der Raupe ausmacht. Wie schnell die Gewichtsabnahme erfolgt. 
beweisen folgende Zahlen: 

1. Eine Raupe (Nr. 320) wog am 10. August 5,770g, am 11. August 
5,982 g, am 12. August 4,960 g, verpuppt am 17. August 3,307 ¢. 2. Eine 
andere Raupe (A 2) wiegt am 29. August um 215 6,550 g, am 30. August 
um 17h 6,050 ¢. 

Unter solchen Umstianden ist es schwer, bei der Wagung gerade de: 
Maximalwert zu treffen. Vielmehr werden die héchsten beobachteten 
Gewichte nur selten am Scheitel der Gewichtskurve liegen. Da die Trocken- 
substanz nicht in demselben MaBe abnimmt wie das Lebendgewicht, sv 
ist zu erwarten, daB die Trockensubstanzbestimmungen zwei Reihen von 
Werten ergeben, je nachdem die untersuchte Raupe das Gewichtsmaximun 
noch nicht erreicht oder bereits iiberschritten hat. Dies trifft auch zu 


Tabelle I. 





Maximalgewicht 
Beabechtetes | Anfangagewicht jder Raupe in 
Nr. gewicht der Puppe a 
g g Proz. 
1 4,985 3,122 158 
3 4.054 2.523 161 
4 4472 2.494 179 
5 4.284 2,620 163 
6 3.651 2,820 130 
7 4,322 3,176 137 
13 3,384 2,090 162 
15 4.325 2.803 154 
33 3,747 2.360 159 
42 4,309 3,010 144 
46 4.051 3,114 130 
47 4,865 3,495 139 
100 4.643 2,442 189.5 
101 4.506 2.320 194 
103 4,793 3,272 147 
104 3,332 2.412 138 
106 3,077 2.423 127 
107 3,972 2,602 154 
108 3.544 2.615 135.5 
110 3,148 2.341 134.5 
139 3,734 2.277 164 
314 6,280 3.507 179 
320 5.982 3,307 182 


Durchschnitt : 154.8 
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Es wurde das Maximalgewicht so gut es sich treffen lie® — bestimmt 
ind mit dem Anfangsgewicht der erhaltenen Puppen verglichen. Die 
labelle I zeigt diese Werte, die in der letzten Kolonne in Prozenten des 
Puppenanfangsgewichts ausgedriickt sind. 

Als Durchschnittswert ergibt sich mit ziemlich gleichmaBiger Ver- 
teilung zwischen 140 bis 170 Proz. der Wert von 154,8 Proz., aber nach 
dem oben Gesagten werden wir den wirklichen Scheitelpunkt der Gewichts- 
kurve viel héher suchen, wahrscheinlich nahe des beobachteten Hdéchst- 
wertes von 194 Proz., jedenfalls iiber 175 Proz. In den weiteren Aus- 
fihrungen wird aber mit dem Durchschnittswert 154,8 Proz. gerechnet, 
weil auch die zu weiteren Analysen verwandten Raupen um diesen Wert 
schwanken diirften. 

Da die Bestimmungen beim Seidenspinner an melhreren Hundert 
Individuen ausgefiihrt wurden, ist anzunehmen, da8 die erhaltenen Werte 
einen &hnilichen Durchschnittswert darstellen. Kellner findet das Gewichts- 
verhaltnis Raupe : Puppe (ohne Kokon) zu 1: 0,465, also die Raupe wiegt 
216 Proz. vom Puppenanfangsgewicht. 

Der Trockensubstanzgehalt ist in Tabelle II dargestellt. Dem oben 
Gesagten zufolge gibt es zwei Mittelwerte, und zwar 19,7 und 22,2 Proz., 
lurehschnittlich 21 Proz. 


Tabelle 11. 








8 8 Proz. Proz. 
l 4.840 1,093 — 22.60 
2 4,006 0,883 _ 22,04 
3 4,508 0,910 2 20,20 — 
4 4,065 0,778 19,10 — 
5 4,389 0,840 19,15 
6 4.885 1,088 — 22 20 
7 4,000 0,817 20,40 — 
8 4, 105 0,906 ' _ 22,10 

Durchschnitt: 19,70 22,23 


Fettgehalt: Nach der Tabelle III ergibt sich der Gehalt an Petrol- 
atherextrakt zu 16,01 Proz. der Trockensubstanz. Es entspricht (» 1,04) 
16,65 Proz. Fett oder 3,5 Proz. des Lebendgewichtes. 


Tabelle 111. 





. Gewicht Trockens Petrolatherextrakt 
Nr ss Cea ae 
substanz 
& ® | Proz. 
I1— 4 17,419 3,664 0,594 16,20 
5— 8 17,379 3.651 0,559 15,30 
9—12 = 3,306 0.549 16,60 


Zusammen: 10,621 1,702 16,01 
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Stickstojf: Nachdem die Raupe ihren Darminhalt entleert hatte. 
gibt sie bis zur Verpuppung keinen Stickstoff mehr ab’). Es muB also 
der Stickstoffgehalt in Prozenten der Trockensubstanz steigen, um so mehr 
in Prozenten des Lebendgewichts?). In vier Bestimmungen wurden ge. 
funden: 1,44, 1,72, 1,6 und 1,42 Proz., durchschnittlich 1,54 Proz. 

Chitin. 25 Stiick mazerierte Raupenexuvien wiegen 682,5 mg; ei: 
Stiick 27,25 mg oder 0,675 Proz. und enthalt 1,63 mg Stickstoff, d. h. 
0,04 Proz. des Lebendgewichts. 

, Rohprotein*’ wird auf die oben angegebene Weise zu 9,375 Proz. 
berechnet. 

Asche: Aus zwei Bestimmungen, 4,02 und 4,54 Proz., ergeben sich 
4,28 Proz. der Trockensubstanz oder 0,9 Proz. des Lebendgewichts. 

, Stickstojfireie Extraktstoffe“’ bilden den Rest der Trockensubstanz 
mit 6,55 Proz. des Lebendgewichts. 


Zusammensetzung einer Puppe. 


Gewicht: Vier Gruppen zu je 25 Puppen, ohne Auswahl in bezug auf 
Geschlecht, Subitan- oder Latententwicklung zusammengestellt, wiegen 
64,804, 63,241, 67,022 und 65,813g. Auf eine Puppe entfallen 2,6088 g. 

Trockensubsianzgehalt: 1. Acht Puppen wiegen 18,973g, trocken 
4,725 g, Trockensubstanzgehalt : 24,9 Proz. 2. Fiinf Puppen wiegen 11,416 g, 
trocken 2,876 g, das sind 25,1 Proz. Durchschnittlich 25,04 Proz. 

Fetigehalt: Es wurden gewonnen: Aus 1,86 g Trockensubstanz 302 mg 
Extrakt; aus 2,06 g 304mg und aus 2.,8g 384mg, zusammen aus 6,72 ¢ 
Trockensubstanz 990mm Petrolitherextrakt; dies bedeutet 14,72 Proz. 
Fettsaéuregehalt. 14,72 x 1,04 gibt 15,3 Proz. oder 3,83 Proz. des Lebend- 
gewichts. 

Der Stickstoffgehalt ist bei der Puppe leicht zu bestimmen. Die Puppe 
gibt namlich bis zum Ausschliipfen keinen Stickstoff ab, so daB man zu 
jeder Zeit die Analyse ausfiihren kann, wobei die Kenntnis des Puppen- 
anfangsgewichtes erlaubt, den Stickstoffgehalt bei der Verpuppung zu 
berechnen. Sechs Analysen ergaben folgendes Resultat: 


Tabelle IV. 
Stickstoffgehalt der Puppen. 








Nr Gewicht der Puppe Stickstoff 

x re es Proz. 
1 2,970 65,40 2,20 
2 2,586 54,47 2,10 
3 2,750 63,60 231 
4 2,539 53,40 2,10 
5 2,364 60,10 2,53 
6 3,088 63,60 2,06 

Zusammen: 16,297 360,57 2,21 


1) Die Harnsaéure wird durch Exuvialdriisen unter die Haut abge- 
sondert und mit dieser zusammen abgestreift. E. Verson, Zeitschr. f. wiss. 
Zool. 97, 457, 1911. 

2) Dies sieht man besonders klar aus den Zahlen Abderhaldens, Zeitschr. 
{. physiol. Chem. 127, 95, 1922. 


—_——— 
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Chitin: 40 praparierte (s. oben) Exuvien wiegen 1,362 g¢; ein Stiick 
wiegt 34,05mg, was 1,3 Proz. Lebendgewicht bedeutet, und enthalt 
2.04mg N oder 0,078 Proz. 


Rohprotein ist zu 13,3 Proz. enthalten. 


Asche: Drei Bestimmungen ergaben: 4,6, 5,2 und 4,4 Proz., Mittel 
4,7 Proz. Trockensubstanz oder 1,175 Proz. des Lebendgewichts. 

Stickstofffreie Extraktstoffe machen 5,435 Proz. des  Lebend- 
gewichts aus. 


Zusammenselzung eines frisch ausgeschliipften Falters. 


Die Analysen frisch ausgeschliipfter Falter zeigen je nach dem Geschlecht 
Unterschiede. Da aber Kellners Zahlen fiir beide Geschlechter zusammen 
berechnet sind, so werden auch die Werte fiir Deitlephila als Mittel fiir 
beide Geschlechter angegeben. 

Gewicht: Das Mannchen schliipft mit 43,6 Proz.') des Anfangsgewichts 
der Puppe aus, das Weibchen mit 53,3 Proz. Das mittlere Gewicht betragt 
also: % (1136 + 1390 mg) = 1263 mg. 

Trockengewicht') wurde aus 22 Bestimmungen auf 31,75 Proz. be- 
rechnet. 

Stickstofjgehalt: 168 mg Trockensubstanz enthalten 17,4 mg N, 136,5 mg 
14,7 mg N, 88 mg 9,24 mg N; zusammen sind in 392,5 mg Trockensubstanz 
41,34mg N enthalten, woraus sich 10,52 Proz. der Trockensubstanz und 
3,34 Proz. des Lebendgewiciits ergeben. 

Fettgehalt: 1806 mg Trockensubstanz lieferten 338mg _ Petrolither- 
extrakt, 1,416 g 278 mg, 1,770 ¢g 333 mg, 1,307 g 211 mg, zusammen 6,299 g 
Trockensubstanz lieferten 1160 mg Extrakt, was 18,45 Proz.entspricht. 
18,45 x 1,04 ergeben 19,2 Proz., das sind 6,1 Proz. des Lebendgewichts. 

Chitin: In 690 mg Trockensubstanz wurden 68 mg Chitin gefunden; 
dies bedeutet einen Gehalt von 9,87 Proz. der Trockensubstanz oder 
3,13 Proz. des Lebendgewichts. 

Das Rohprotein wird zu 19,7 Proz. des Lebendgewichts berechnet. 

Asche: 993,5 mg Trockensubstanz lieBen 59,4 mg Asche zuriick. Der 
Gehalt betrigt also 5,98 Proz. der Trockensubstar:z oder 1,9 Proz. des 
Lebendgewichts. 

Stickstofffreie Extraktstoffe sind zu 0,92 Proz. vorhanden. 


IV. 

Auf Grund oben angefiihrter Analysen kénnen wir nun Vergleichs- 
tabellen fiir die Zusammensetzung des Wolfsmilchschwirmers und des 
Seidenspinners als Raupe, Puppe und Imago zusammenstellen. AuBer 
der prozentualen Werte werden auch absolute Gewichte angegeben, die 
auf das Puppengewicht gleich 2,6088g bezogen wurden. Es wurde so 
eine ,,Durchschnittsraupe“ konstruiert, die einer ,,Durchschnittsmeta- 
morphose“ unterliegt. 


1) III. Mitteilung, diese Zeitschr. 169, 220, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 172. 5 
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Tabelle V. 


Zusammensetzung einer Raupe. 





ees in Nf 
. 7 » . , : oO . . svelreie 
Raupe Won Nant he So Wasser Fett N B....-4 Chitin Asche f malt 
gewichts stofte 
Prozente. 

Deilephila 154.8 | 21,00 79,00 350 154 9375 0,676 0,90 6,55 
B. mori. .  216,0) 19,66 80,34 3,20 192 11,550 0940 119 270 
Milligramm. 

Deilephila ||4038,0 848.0 | 3190.0 | 141,25 62,25 3785 (27,25 (363 | 264.0 
B. mori. . | 22210 437,0 | 1784,0 | 71,23 42.70 257,0 (20,95 263 59.85 


Die Tabelle V gibt einen Vergleich der Schwarmer mit der Spinner- 
raupe. Der Seidenwurm ist reicher an Stickstoffsubstanzen, armer an Fett 
und stickstofffreien Extraktstoffen. Er ist auch im ganzen im Verhaltnis 
zu seiner Puppe reicher an festen Stoffen als Deilephila. Um viel hélher 
ist auch sein Gehalt an Asche. 


Tabelle VI. 


Zusammensetzung einer Puppe. 





5 | N.fre ec 
Puppe von Gewicht nr aa Wasser | Fett N L-4 Chitin Asche Reweks 
Prozente. 
Deilephila 100,0 25,04 74.96; 3,83) 2,21! 13,30) 130) 1,175 5.435 
B. mori. . 100.0 21,10 78,90' 595 1,93) 11,76 082 1,19 137 
Milligramm. 


Deilephila | 2608,8/ 652,0 1956,8 | 99,7 (57,6 |348,0 34,0 (306 14 
B. mori. . 1030.0 217.4 8126 |61,24 199 1212 845 123 1 


Aus der Tabelle VI kann man ersehen, wie sehr die Verhaltnisse durch 
die Abscheidung der Seide verindert werden. Die Puppe des Seidenwurms 
ist reicher an Wasser und Fett als die Schwarmerpuppe, armer dagegen 
an stickstoffhaltigen Substanzen und Kohlehydraten. Der Aschegelhalt 
wird ausgeglichen, obwohl im Kokon nicht ganz 2 mg Asche enthalten sind. 


Tabelle VII. 


Verlust wahrend der Verpuppung. 





. Netreic 
Verlust - 1, Trockens yy, , Roh: ane y 4 
damn Gewicht cubahees Wasser Fett N protein Chitin Asche —~4 


Milligramm. 

Deilephila | 1430,0 196.0 | 1234,0 41,55 | 4,65) 30,5 | 27,25 5,7)! 1228 
B. mori ._ 1191,0 219.6 9714 9,99 22,80 1358 2095 140, 45,7 
In Prozenten der Raupenvorrate. 

Deilephila 35,4) 23,15 38,5 | 29,40 | 7,3 805 — 15,7!) 465 
B. mori . 53,7 50,20 54.5 13,80 53,5 52,80 — | 534 76,5 





De 
B. 
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Die Tabelle VIL veranschaulicht diese Veranderungen, indem sie die 
Differenz zwischen den Werten der Tabellen V und VI darstellt. AuBer 
dem den Energieumsatz deckenden Verlust sind hier Exuvien, Kokon 

und das neugebildete Chitin einbegriffen. 

Tabelle VIII. 
Zusammensetzung eines Falters. 

, N-treie 
Gewicht eeeiane Wasser Fett N b.. 3 Chitin Asche — 

Prozente. 

Deilephila 100.0 31,75 68,25 6,10 | 3,34 19.7 3.13 190 0920 
B. mori 100.0 28.2% 71,77 9,06 | 2,68 16,0 2.08 112 0,028 
Milligramm. 

Deilephila |1263,00 400,50 | 862,50 77,1 423 249.0 39,6 24.95 11,63 
B. mori 503,56 142,17 36139 45.5 13,5 805 105 564 0.14 
In Prozenten des Puppengehaltes. 

Deilephila 48.4 615 44.0 77A 73.4 715 — 78,6 8.24 
B. mori 48.7 65.6 445 743 679 66.3 — (45,7 1,00 
In Prozenten des Raupengehaltes. 

Deilephila yj 3lA 473 270 546 68.0 65.8 — '664 4,40 
B. mori 22.6 32.6 20.2 63.9 31.9 313 — (|21,4 0.23 


Tabelle VIII stellt die Werte fiir die Zusammensetzung eines Falters 
dar. Die Verhialtnisse weichen nur wenig von jenen in der Puppenperiode 


ab. Tabelle IX zeigt auBerdem, 


da®B der Verlust in der Puppenzeit, in 


Prozenten des Puppengehaltes ausgedriickt, fiir beide Arten wenig differiert. 
Desto gréBer sind die Unterschiede in der Zusammensetzaing beider Falter, 
wenn man sie in Prozenten des Raupengehaltes ausdriickt. 


Tabelle 1X. 


Verlust wahrend der Puppenperiode. 





Verlust 
von 


Deilephila 
B. mori 


Deilephila 
B. mori 


Deilephila 
B. mori 





Trocken- 


Gewicht substanz protein 


Milligramm. 


Wasser Fett N Robs Chitin | Asche 


1345.8 2515 10943 22,60) 153 99.0 340 6.55 
pt me 
‘ ~ 


] 
52 4512 15,74| 64 40,7 
In Prozenten des Puppengehaltes, 
515) 38,6 56,0 2265 265) 284 
512; 34,6 55,6 | 25,70 32,2 33,6 
In Prozenten des Raupengehaltes. 


33,30, 296 | 343 15,95 | 246] 260 
23,65, 223 | 25,3 | 22,30 | 15,0 15,8 


845 6.66 


— (21,4 
— 540 


a 1960 


— 253 


5* 


N-freie 


Extrakt- 


stoffe 


129,57 
14,01] 


91,6 
99.0 


49.0 
23.4 
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Die bisher gewonnenen Werte sind noch nicht geeignet, iiber die Grol 
und Art des Energieumsatzes zu orientieren. Zu diesem Zwecke miissen 
die kalorischen Werte miteinander verglichen werden. Im folgenden wird 
lg Fett gleich 9,3Cal, 1g Rohprotein oder EiweiB gleich 4,3 Cal und 
1 g ,,stickstofffreie Extraktstoffe** bzw. Kohlehydrate gleich 4,1 Cal gesetzt. 
Die zur Kontrolle dienenden Werte von Farkas seien auch hier angefiihrt 

1g Trockensubstanz von 


Raupe. ... . . . entspricht 5,509 Cal 
... are » 6,011 
|) en ee a 6,15 
PE: ere = 4,65 ,, 
lg@ Harnséure.... a 2,749 


Eine Raupe von Bombyx mori enthalt 437mg Trockensubstanz, 
stellt also (nach dem von Farkas kalorimetrisch ermittelten Werte) den 
Brennwert von 2,41 Cal dar. Der Falter mit 142,2 mg Trockensubstanz 
entsprich® 0,877 Cal. Die Differenz betragt also 1,533 Cal in 294,8 mg. 
Die andere Rechnung ergibt als Differenz der Tabellen V und VIII: 


SETS a POG wii s cient 5 ORD Te 
176,5  ,, Rohprotein . : . . . 0,759 


59,7. ,, stickstofffreies Extrakt .. . 0,2442 ,, 
SE nc: ee we Wh owe ae a oe oe Se 
20,66 ,, Asche . >= - 
OO a ee ee 
DE a ac ee ow. ol a 


1,5338 Cal 
(Die véllige Ubereinstimmung ist hier wohl zufallig.) 


Eine Ruppe mit 217,4mg Trockensubstanz entspricht nach Farkas 
1,508 Cal, nach der anderen Rechnung 1,2971 Cal, durchschnittlich 
1,3025 Cal. Auf die Verpuppung entfallen daher 1,1075 Cal, auf die Puppen- 
periode 0,4255 Cal. 

Um die Werte fiir den Energieverbrauch zu erhalten, sind von diese: 
Zahlen die Brennwerte ausgeschiedener Substanzen abzuziehen, also der 
Kokon mit 122,5 mg und 0,5995 Cal und Chitin mit 0,0975 Cal zusammen 
0,697 Cal; fiir die Puppenperiode Chitin mit 39,3cal und Harnsaure mit 
60,5 cal, zusammen 99,8 cal. Es bleibt also fiir die Verpuppung ein Wert 
von 410,5 cal, von denen 92,9 cal oder 22,6 Proz. durch Fett, der Rest 
von 317,6 cal oder 77,4 Proz. durch ,,Nicht-Fett* geliefert wird. 

Fiir die Puppenperiode ergeben sich in dhnlicher Weise 325,7 cal, 
wovon 146,4cal oder 45,0 Proz. dem verbrannten Fette, 179,3 cal oder 
55,0 Proz. dem ,,Nicht-Fett*‘ entstammen. 

Bei Deilephila euphorbiae ergibt eine Rechnung nach der Tabelle V. 
daB die Raupe in 848,0 mg Trockensubstanz den Brennwert von 4,701 Cal 
darstellt. Eine Puppe mit 652,0mg Trockensubstanz ergibt 3,643 Cal; 
der Falter mit 400,5 mg Trockensubstanz stellt einen Wert von 2,361 Cal dar 

Daraus berechnet sich der Verlust wahrend der Verpuppung zu 1,058 Cal, 
wahrend der Puppenperiode zu 1,282 Cal. Bringt man fiir die Verpuppung 
den Wert von Gespinst mit 68,5 cal und Chitin mit 126,8 cal in Abzug, 
so bleiben als Verbrauch zur Deckung des Energieumsatzes 862,7 cal. 
In &hnlicher Weise werden fiir die Puppenperiode Chitin mit 163,2 ca! 
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und Harnséure mit 148,5 cal abgezogen und es bleiben fiir den Umsatz 
970,3 cal. 

Das Fett wurde bei der Verpuppung zu 41,55 mg zersetzt, was 386,5 cal 
oder 44,8 Proz. des ganzen Energieverbrauchs bedeutet. Fiir ,,Nicht- 
Fett“ bleiben daher 476,2cal oder 55,2 Proz. Fiir die Puppenperiode 
liefert das Fett nur 210 cal oder 21,6 Proz., wobei der Rest von 460,3 cal 
oder 78,4 Proz. durch ,,Nicht-Fett‘' gedeckt wird. 

Zur Kontrolle der obigen Rechnung kénnen die Ergebnisse einiger 
Respirationsversuche verwendet werden. Es sollen die nétigen Werte 
fiir drei Versuche betreffend die Verpuppung kurz angefiihrt werden’): 

Versuch A1. Dauer 10 Tage. Gewicht der Raupe 5,380 ¢; Gewicht 
der Puppe 3,507 g; Sauerstoffverbrauch (auf 0°, 760 mm Hg und Trocken- 
heit reduziert) 217,7cem; Kohlensaéureabgabe (reduziert) 189,0 ccm. 
Respiratorischer Quotient 0,869. Sauerstoffverbrauch fiir 1 kg mittleres 
Gewicht?) 49,5 Liter. 

Versuch A 2. Dauer 12 Tage. Gewicht der Raupe 6,050 g¢; Gewicht 
der Puppe 3,450g; Sauerstoffverbrauch 264,0ccem; Kohlenséureabgabe 
228,0 cem (beide reduziert wie oben). Respiratorischer Quotient 0,865; 
Sauerstoffverbrauch fiir 1 kg mittleres Gewicht 54,5 Liter. 

Versuch B15. Dauer 13 Tage. Raupengewicht 5,156¢; Puppen- 
gewicht 3,384g; Sauerstoffverbrauch (reduziert) 230 ccm; Kohlenséure- 
abgabe (reduziert) 202,0 cem. Respiratorischer Quotient 0,876; Sauerstoff- 
verbrauch fiir 1 kg mittleres Gewicht 54,9 Liter. 

Mittel aus allen drei Versuchen: Sauerstoffverbrauch 52,7 Liter fiir 
lkg mittleres Gewicht; respiratorischer Quotient 0,870. 

In diesem Zusammenhang soll noch das Verhalten des respiratorischen 
Quotienten wahrend der Verpuppung besprochen werden®). Wahrend der 
4 ersten Tage —- vom Moment, wo die Raupe zu fressen aufhért betragt 
er 0,88 bei einem mittleren Sauerstoffverbrauch von 40ccm pro Tag. 
Dann folgt eine Periode von 5 Tagen mit dem respiratorischen Quotienten 
0,76 bei 10 bis 11 cem taglichen Sauerstoffverbrauchs. Wahrend der letzten 
3 Tage bis zur Verpuppung betragt der respiratorische Quotient 0,87 und 
der tégliche Sauerstoffverbrauch 24ccm. Wahrend der ersten Periode 
bewegt sich die Raupe fast ohne Unterbrechung und gibt taglich 262 mg 
Wasser ab. Dann liegt sie unbeweglich, nur von Zeit zu Zeit spinnt sie 
einen Faden um sich, bis in 3 bis 4 Tagen ein loses Gespinst entstanden ist. 
3s ist dies zugleich eine Periode so gewaltiger Wasserabgabe, daB die 
Wande der Respirationskammer naB werden. In den letzten 3 Tagen liegt 
der spindelférmige Kérper der Raupe regungslos bis zur Verpuppung, 
bei verminderter Wasserabgabe. Zusammen wurden in den letzten 8 Tagen 
1,433 ¢ Wasser abgegeben. Gesondert 146t sich bei dieser Anordnung 
die Abgabe fiir die zweite und dritte Periode nicht berechnen, da die 
Respirationskammer erst kurz vor der Verpuppung trocken wird. Wahrend 


1) Uber den Apparat vgl. diese Zeitschr. 165, 411, 1925. 

*) Als Bezugseinheit benutzen wir gewéhnlich Lkg Puppenanjangs- 
gewicht (vgl. Pfliigers Arch. 210, 741, 1925). Hier muBte aber auch das 
Raupengewicht beriicksichtigt werden, weil von zwei gleich groBen Puppen 
jene einen gréBeren Gesamtverbrauch an Sauerstoff aufweisen wird, welche 
friiher (als schwerere Raupe) zum Versuch genommen wurde. Das mittlere 
Gewicht = % (Raupengewicht + Puppengewicht). 

%) Hauptsichlich nach dem Versuch A 2 bei 18,5°. 
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der Verpuppung selbst wird die Feuchtigkeit voriibergehend durch das 
Verdunsten der Exuvialfliissigkeit gesteigert. Nach der Verpuppung fallt 
der Sauerstoffverbrauch auf 4ccm taglich, die Wasserabgabe auf wenive 
Milligramm und der respiratorische Quotient ist wahrend der ersten Puppen- 
tage 0,75. 

Dem mittleren Gewicht von 3,3235g entspricht nun ein Sauerstoff- 
verbrauch von 175,2cem. Da bei einem respiratorischen Quotienten gleich 
0,870 auf 1 Liter verbrauchten Sauerstoffs 4,887 Cal entwickelt werden. 
so ergibt sich auf diesem Wege ein Energieumsatz wiahrend der Verpuppuny 
gleich 856,2cal. Die Differenz zwischen beiden Berechnungen betrict 
6,5 cal, d. h. 0,75 Proz. Fiir die Puppenperiode wurde der Sauerstoff- 
verbrauch auf Grund von 35 kiirzeren Respirationsversuchen nach der 
Manometerglaschenmethode berechnet. Er betragt 76,1 Liter fiir 1 ke 
Puppenanfangsgewicht, also 198,5 ccm fiir 2,609g. Beim mittleren kalo- 
rischen Werte von | Liter Sauerstoff gleich 4,86 Cal ergeben sich daraus 
966 cal. Auch hier ist also die Ubereinstimmung recht gut. 


Tabelle X. 


Energieumsatz wahrend der Metamorphose. 





Gesamtumsatz Fett Nicht-Fett 
cal | cal cal 
Verpuppung. 
Deilephila. . . | 862,7 386,5 — 448 Proz. 476.2 — 55,2 Proz. 
B. mori dk 4105 | 92,9=— 226 , ok Fe} * oe 
Puppenperiode. 
Deilephila. . . | 970.3 | 210.0 = 21,6 Proz. 760,3 = 78,4 Proz 
eT eer | 325,7 | 1464 — 450 , 179,3 = 550 , 


Die ganze Metamorphose. 


Deilephila . . . 1833,0 596,5 — 32,5 Proz. | 12365 — 67,5 Proz. 
ee 736,2 2303 = 325 , 496.9 — 67,5 ,. 


Tabealle X gibt eine Ubersicht iiber den Energieverbrauch wahrend 
der beiden Metamorphosestadien sowie iiber den Anteil von Fett und 
»,Nicht-Fett“. 

Es sei noch der Versuch gemacht, das ,,Nicht-Fett“ wenigstens an- 
niherungsweise in seine beiden Komponenten zu trennen. Bei Bombyx mor: 
kénnen wir die von Kellner (S. 78) angefiihrten Werte fiir EiweiB- und 
Nichteiwei®stickstoff (mit AusschluB von Chitin) benutzen. Die Puppe 
enthalt namlich 7,06 mg vom Stickstoff letzter Art, welcher nach Kellner 
hauptsichlich als Harnsiure-N aufzufassen ist. Dies entspricht 43,7 mg 
Eiwei8 oder 188 cal. Es wiirden also bei der Verpuppung 22,6 Proz. Energie 
durch Fett, 45,8 Proz. durch EiweiB und 31,6 Proz. durch Kohlehydrate 
gedeckt. 

In derselben Tabelle von Kellner findet man als Verbrauch an Ejiweil- 
stickstoff .wihrend der Puppenperiode 0,71 mg, d. h. 19,1 cal, wonach 
fiir die Kohlehydrate 160,2cal iibrigbleiben. Der prozentuale Antei! 
am Energieumsatz waihrend der Puppenperiode wiirde dann fiir Fett 
45,0 Proz., fiir EiweiB 5,7 Proz. und fiir Kohlehydrate 49,3 Proz. betragen. 

Fiir Deilephila euphorbiae kennen wir den Wert des EiweiSstickstofis 
nicht und miissen uns mit ,,stickstofffreien Extraktstoffen“ begniigen, 
die — nach Abzug der zur Chitinbildung nétigen Menge als Kohlehydrate 
in Rechnung gebracht werden. Dann ergibt sich fiir die Verpuppung ein 
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{nteil von Fetten zu 44,8 Proz., Eiwei®B zu 13,0 Proz., Kohlehydrate zu 
$2.2 Proz. In ahnlicher Weise wird fiir die Verpuppung der Anteil von 
Fett mit 21,6 Proz., EiweiB mit 41,3 Proz. und fiir Kohlehydrate mit 
37.1 Proz. gefunden. Diese Werte, welche an sich wenig zuverlissig sind, 
rfahren eine Stiitze, wenn man von den Werten fiir den respiratorischen 
Gaswechsel den Verbrauch fiir die Verbrennung von Fett abzieht. Der 
Rest, welcher der Verbrennung von ,,Nicht-Fett’ entspricht, gibt fiir 
die Verpuppung einen respiratorischen Quotienten um 1,00, fiir die Puppen- 
periode um 0,89. Das spricht jedenfalls fiir eine starkere Beteiligung von 
EiweiB wahrend der Puppenzeit. 

Aus der so erganzten Tabelle X ergibt sich, daB der Charakter des 
Stoffumsatzes waihrend der verschiedenen Stadien der Metamorphose bei 
zwei so verwandten Arten, wie der Seidenspinner und der Wolfsmilch- 
schwarmer, groBe Unterschiede aufweist. Der Stoffwechsel des Schwarmers 
erinnert an den Hungerstoffwechse] eines Saugers: 87 Proz. Energieumsatz 
werden durch stickstofffreie Substanzen gedeckt. Der Spinner verbraucht 
in dieser Zeit zur Deckung von 46 Proz. des Energieumsatzes sein EiweiB, 
von welechem zugleich riesige Mengen, mehr als der Gesamtgehalt der 
Puppe, in den Kokon tibergehen. Bei der Verpuppung andert sich das 
Bild: Der Spinner deckt nicht einmal 6 Proz. der Energie durch Eiwei8- 
zersetzung, indem das Fett und die Kohlehydrate die nétige Energiemenge 
liefern. Demgegeniiber deckt der Schwarmer iiber 40 Proz. des Energie- 
verbrauches mit Eiwei8, da das Fett nur 21,6 Proz. besorgt, Daraus ergibt 
sich, wie vorsichtig man beim Verallgemeinern der bei einer Spezies er- 
haltenen Resultate sein mu®8. Als ein wichtiger SchluB kann auch hervor- 
gehoben werden, daB wahrend der Metamorphose das Fett in ahrlicher, 
den EiweiSzerfall begrenzenden Rolle auftritt wie bei héheren Tieren: 
Kann doch der reziproke Anteil von Fett und Eiwei® in allen vier Fallen 
(zwei Perioden bei zwei Arten) nicht zufallig sein und lat sich auch nicht 
durch Ungenauigkeit der EiweiBwerte erklaren. 

Es sollen nun die Werte fiir den Energieumsatz fiir Gewichtseinheit 
verglichen werden. 

Tabelle XI. Energieumsatz in Kalorien auf 1 kg. 





Raupe *) Puppe *) Schmetterling*) Mittl. Gewicht *) 


Wahrend der Verpuppung. 


Deilephila euph. . 214,0| 1018,0 3305 13220 — — 259.2 11500 
B. mori... .. 183,0) 934,0 3960 18750 — _- 250,0 1245.0 
Ophyra cadav.**) — — _ _— -- — 343,0 10670 
Wahrend der Puppenzeit. 
Argynnis paph.***) = — 4100! — (8700 — 5600 — 
Deilephila euph. . — — 373.0 1490.0 770.0 2430.0 503,0 1845.0 
{See _- — 318.0 1515.0 654.0 2305.0 429.0 1830.0 
Ophyra cadav. **) _-- oo —- -- - — 486.0 14440 
Calliphora vomit. t) — _ _— -— -- _ 3495 8 — 
Wahrend der ganzen Metamorphose. 
Deilephila euph. . 455,0 2165.0 830,0 | 3320.0 1710,0 5400.0 698.0 2880,0 
B. mori... . .  331,0 1683,0 715.0 | 3390,0 1460.0 5175.0 568.0 29100 
Ophyra cadav. **) — — — — —_— — 857.0 2593.0 


*) Die erste Kolonne enthalt Werte auf Lebendgewicht, die zweite auf Trockengewicht be- 
zogen. — **) Nach Tangl, Pfligers Arch. 130, 68, Tabelle Il. — ***) Ill. Mitteilung, diese Zeitschr 
169, 215, 1926. — +) Weinland, Mittel aus Versuch V und VI, zitiert nach Tang/, Pflugers Arch. 
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Die Tabelle XI zeigt, daB der Energieumsatz wahrend der Meta. 
morphose bei verschiedenen Insekten eine (auf Gewichtseinheit gerechnet) 
ziemlich gleiche GréBe hat. Von den fiinf angefiihrten Arten hat wahren:| 
der Puppenperiode den kleinsten Umsatz die Fleischfliege, Calliphora 
vomitoria, den gréBten ein Tagfalter, Argynnis Paphia. Die relativ gute 
Ubereinstimmung dieser verschiedenen Werte wird noch auffallende: 
wenn man bedenkt, daB bei verschiedenen Arten der ganze Verlust wahren:/ 
der Metamorphose sehr verschieden sein kann, wie Tabelle XII zeigt. 


Tabelle X11. 


Vom Energiegehalt reifer Raupe (Larve) wurde: 





zum Aufbau der an Sekreten und 


Puppe bzw. Imago Exkreten aus- zum Energieumsat, 


verwendet geschieden verbraucht 
Proz. Proz. Proz. 
Wahrend der Verpuppung. 
Deilephila van -peialgnncn ; 775 4.1 18.5 
B. mori . . x 54,0 28,9 17,1 
Ophyra cadaverina . . 69,7 15,3 15,0 
Wahrend der Puppenzeit. 
Deilephila io nana ‘ 50,2 6,60 20,7 
B.mori... ‘ 36,1 4,14 13,5 
Ophyra cadaverina . . 46,4 12,50 10,8 
Wahrend der ganzen Metamorphose. 
Deilephila pametieeal ; 50,2 10,70 39,2 
Bmeon.. . r 36,1 33,04 30.8 
Ophyra cadaverina — 46,4 | 27,80 25,8 


Die Zahlen dieser Tabelle ergeben, daB von den drei bisher in diese: 
Hinsicht untersuchten Insekten Deilephila euphorbiae mit kleinstem Verlust 
zum Imaginalstadium gelangt. An der zweiten Stelle steht Ophyra, zuletzt 
erst der Spinner, dessen Brennwert nur etwas iiber ein Drittel von solchem 
der Raupe betragt. Noch gréGer ist der Unterschied im Trockengewicht, 
welches bei dem Schwarmer 47,2 Proz., beim Spinner 32,4 Proz. desjenigen 
bei der Raupe betrigt. Im umgekehrten Verhaltnis steht der kalorische 
Wert der ausgeschiedenen Stoffe. Hier ist der Spinner mit einem Dritte! 
des ganzen Vorrats voran, die Mittelstellung nimmt wieder die Fliege ein. 
zuletzt der Schwarmer mit 10,7 Proz. seiner Vorrite. 


Wenn man nun den Verbrauch wahrend der Metamorphose betrachtet, 
so ist die Fliege mit dem kleinsten Verlust davongekommen. Dies hangt 
vielleicht damit zusammen, daB die Fliegen bei der Verpuppung keine 
Hautung durchmachen. 


Obwohl die Zahlen fiir die prozentuale Zusammensetzung der Puppen 
beim Spinner und Schwarmer keine groBen Unterschiede aufweisen, kann 
man doch nicht den Zusammenhang unerwahnt lassen, welcher zwischen 
den Zahlen der ersten Kolonne der Tabelle XII und der Lebensdauer der 
Imago besteht. Es lebt naimlich im Durchschnitt der Wolfsmilchschwarmer 
12 Tage, die Fliege 6 Tage und der Spinner bloB (als Mittel fiir beide Ge- 
schlechter) 2 Tage. [hr Hungerstoffwechsel soll in der folgenden Mitteilung 
betrachtet werden. 
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Zusammenfassung. 

Es wird beim Wolfsmilchschwarmer der Gehalt an Fett, Stickstoff, 
Chitin und Asche sowie der Trockensubstanzgehalt bei der reifen 
aupe, frischen Puppe und beim eben ausgeschliipften Falter bestimmt. 
Auf Grund dieser Analysen wird der Brennwert und — unter Beriick- 
sichtigung der ausgeschiedenen Stoffe — der Energieumsatz berechnet. 
Zur Kontrolle wird dieser Umsatz auch aus dem Sauerstoffverbrauch 
ermittelt. 

In ahnlicher Weise wird der Energieumsatz des Seidenspinners 
aus den Kellnerschen Analysen und den Brennwertbestimmungen von 
Farkas berechnet und mit jenem des Schwiirmers verglichen. Es ergibt 
sich dabei: 

1. Wahrend der Verpuppung verbraucht der Schwirmer haupt- 
sichlich Fett, der Spinner ,,Nicht-Fett“. 

2. Wahrend der Puppenperiode wird durch den Schwirmer nur 
ein Fiinftel des Energieumsatzes durch Fettzersetzung gedeckt, durch 
den Spinner beinahe die Hilfte. 

3. Ist der Fettverbrauch klein, dann besteht das ,,.Nicht-Fett*‘ zum 
groBeren Teile aus Eiweif. Beim starken Fettverbrauch findet man, 
daB das ,,Nicht-Fett‘’ hauptsichlich aus Kohlehydraten besteht. 

4. Wird der Umsatz wahrend der ganzen Metamorphose einheitlich 
betrachtet, dann werden diese Unterschiede ausgeglichen. 

5. Der Energieumsatz wihrend der Metamorphose hat — auf 
Gewichtseinheit bezogen — bei verschiedenen Insekten eine ziemlich 
ihnliche GréBe. 

6. Die Verwertung des Brennwertes der Larve ist bei verschiedenen 
Arten sehr verschieden, je nach dem Werte der ausgeschiedenen Sub- 
stanzen. Bei dem Schwirmer kommen 50 Proz. in den Schmetterling, 
beim Spinner nur 36 Proz. Dies ist eine Folge des Spinnens, denn in 
dem Kokon sind 25 Proz. des Raupenbrennwertes enthalten. 

Die viel kiirzere Lebensfrist des Spinners wird in Zusammenhang 
damit gebracht. 

7. Es wird das Verhalten des respiratorischen Quotienten und 
der Wasserverdunstung wahrend der Verpuppung geschildert. 
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V. Mitteilung’): 
Cher den Hungerstoffweehsel der Schmetterlinge. 


Von 


Jozet Heller. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 18. Mdrz 1926.) 


L 

In einer friiheren Mitteilung wurde der Stoffwechsel wihrend der 
Metamorphose des Seidenspinners und des Wolfsmilchschwdrmers ver- 
gleichend betrachtet, und es wurden erhebliche Verschiedenheiten in 
den Anteilen von Fett und EiweiB am Gesamtumsatz dieser zwei 
Falter gefunden; diese Unterschiede konnten durch die Kokonbildung 
erklart werden. Besonders auffallend sind die Unterschiede in der 
Zusammensetzung dieser Schmetterlinge, wenn man sie in Prozenten 
des Raupengehalts ausdriickt. Es ergab sich daraus die Frage, ob auch 
wihrend des Imaginallebens Unterschiede auftreten; der Seiden- 
spinner nimmt doch — im Gegensatz zum Wolfsmilchschwirmer - 
als Imago keine Nahrung auf, so d&8 bei ihm der Hungerstoffwechse! 
einen physiologischen Vorgang darstellt. 

Auch von einem allgemeinen Standpunkt aus war es von Interesse, 
den Hungerstoffwechsel dieses Schwirmers kennenzulernen, haupt- 
sichlich im Zusammenhang mit den Arbeiten von Bialaszewicz und 
seiner Schule. Biafaszewicz hat den Versuch gemacht, den Hungerstoff- 
wechsel im Tierreich vergleichend zu betrachten und fiir die Beteiliguny 
von Fett und Eiweif8 am ganzen Umsatz in Abhangigkeit von Wdrme- 
regulationsfahigkeit eine allgemeine Beziehung zu finden. 

Da diese Arbeiten wenig bekannt sind®), so sollen die Gedanken 
von Biafvaszewicz hier kurz wiedergegeben werden. 


1) Pfliigers Arch. 210, 736, 1925; diese Zeitschr. 165, 411, 1925; 169, 
208, 1926; vgl. auch C. r. Soc. de Biol. 90, 1360, 1924; 92, 1006, 1925; 93, 
1632, 1925. 

2) Sie sind in den groBen Referatenblattern m. W. nicht referiert worden. 
Auch Kestner und Plauts nehmen in ihrer Bearbeitung des allgemeinen 
Stoffwechsels in Wéntersteins Handbuch der vergleichenden Physiologie 
keinen Bezug darauf. 
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Ihren Ausgangspunkt bilden Untersuchungen iiber den Stoffwechsel 
der Blutegel'), hauptsichlich wahrend langerer Hungerperioden, zum Teil 
auch nach Bluteinnahme. 

Es wurde gefunden, daB die chemische Zusammensetzung der Blutegel 
trotz langdauernden Hungers nicht verandert wird ; es wurden in verschiedenen 
Phasen des Hungers 90,5 Proz. Eiweib, 5 Proz. Fett und 4,5 Proz. Glykogen 
gefunden. Die auf 1g K6érpergewicht entfallende Menge verbrauchten 
Sauerstoffs ist 1,166 cem fiir den Tag und sie unterliegt keiner Veranderung, 
so daB der absolute Sauerstoffverbrauch mit dem K6érpergewicht fort wihrend 
fallt. Auch der respiratorische Quotient bleibt unveraindert und betragt 
0.706. In &ahnlicher Weise zeigt auch das Verhaltnis vom ausgeschiedenen 
Stickstoff zum ausgeschiedenen Kohlenstoff keine gréBeren Verainderungen : 
es wird stets 0,188 g¢ N auf 1g der Kérpersubstanz und | Tag im Hunger 
ausgeschieden, und auf 1g N entfallt 1,062 ¢ Kohlenstoff. 

Was die Verteilung von N auf einzelne Bestandteile der Exkrete an- 
belangt,so werden 73,9 Proz. als Ammoniakstickstoff, 9,2 Proz. in schleimigen 
Substanzen und 16,9 Proz. in anderen organischen Ausscheidungen ge- 
funden. 


Die chemischen Analysen ergeben also, da®8 die Zusammensetzung der 
Blutegel durch das Hungern fast gar nicht veraindert wird, daB folglich 
einzelne Bestandteile in demselben MaBe am Stoffwechsel teilnehmen, 
in welchem sie im Kérper enthalten sind. Daraus folgt, daB der Stoffwechsel 
hauptsachlich (iiber 85 Proz.) das EiweiB betrifft. Friiher hat auch Brunow®*) 
gefunden, daB der Stoffwechsel des Blutegels und des FluBkrebses im Hunger 
ein ,,reiner EiweiBstoffwechsel* ist. 

Aus kalorimetrischen Versuchen folgte, da8 1g Kérpersubstanz fiir 
1 Tag 2,91 bis 6,82 cal entwickelt. Die Brennwertbestimmungen gaben 
einen Wert von 7,45 cal. 

Als physiologische Brennwerte einzelner Bestandteile wurden ermittelt : 
Fiir Fett 8,819 Cal, fiir Eiwei®B nur 3,132 Cal, was mit dem hohen Brennwert 
(5,678 Cal) der ausgeschiedenen schleinigen Substanz zusammenzuhangen 
scheint. 

Die Bluteinnahme bewirkt eine Steigerung des Stoffwechsels. Die 
Einnahme von 1g Blut, was 162mal mehr bedeutet, als ein hungernder 
Blutegel taglich verbraucht, steigert den Stoffwechsel um 120 Proz. gegen 
die Hungernorm. 

Im letzten theoretischen Teile der Arbeit wird unter Anfiihrung der 
Resultate von Reuss und Weinland an Aal (Anguilla vulgaris), F. Schiitz 
am Schlei (Tinca tinca), Miescher am Lachs (Salmo salar), von Slowtzo// 
an der Weinbergschnecke (Helix pomatia) und von Lesser am Regenwurm 
(Lumbricus herculeus) die Anschauung entwickelt, daB8 im Tierreich zwei 
Typen des Hungerstoffwechsels zu unterscheiden sind: Der poikilotherme 
Typus, charakterisiert durch den vorwiegenden EiweiGzerfall, und der 
homoiotherme Typus, bei welchem der Hungerstoffwechsel hauptsachlich 
Fette zersetzt. Dies sollte durch das Vorkommen von Fett in zweierlei 
physiologischer Funktion bedingt sein: Das Reservefett, mit der Funktion 
einer Energiequelle, wird nur von Homoiothermen als eine sekundire An- 


1) K. Bia/aszewicz, Trav. de la Soc. des Sciences de Varsovie 3, 1919. 
*) Zeitschr. f. allgem. Physiol. 12, 215, 1911. 
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passung gebildet, demgegeniiber sollte das ,,Zellfett’,') welches bei alley 
Tieren vorkommt, durch eine Verkoppelung mit EiweiB nur mit dieser 
verbrennbar sein. 

Die Gedanken von Bia‘aszewicz sind in einer Reihe von Unter. 
suchungen aus seinem Laboratorium einer experimentellen Priifung unter. 
zogen worden. S. Librach*) findet, das der Hungerstoffwechsel der Amphibic), 
einen ahnlichen Charakter wie beim Blutegel aufweist. Es werden namlich 
EiweiB und N-freie Substanzen -— nach den Befunden von S. Librach 
entsprechend ihrem Gehalt im Kérper verbraucht. Der Anteil des EFiweiges 
ist auch hier sehr hoch, entsprechend 84 bis 94 Proz. (Rana esculenta und 
Amblystoma mexicanum). Bei den Reptilien tindet R. Szretter*), daB bei 
der Ringelnatter (Tropidonotus natrix) das Fett einen gréBeren Anteil am 
Stoffwechsel nimmt, als es seinem Gehalte im Korper entspricht (z. B. 
57,4 Proz. der zersetzten Substanz bei 16,13 Proz. Gehalt), und deutet dies 
als einen Ubergangstypus des Hungerstoffwechsels. 

Den Hungerstoffwechsel der Tenebrio-larve hatte P. Szwajs unter- 
sucht*). Aus ihren Ergebnissen folgt, daB bei dieser Larve die N-freien Sub- 
stanzen iiber 50 Proz. der zersetzten Bestandteile ausmachen, wobei sie 
46,55 Proz. der organischen Substanz vor dem Hungern bilden®). Der 
ganze Gewichtsverlust wahrend der Hungerperiode ist fiir Zeiteinheit 
gleich groB, so daB er, fiir Gewichtseinheit berechnet, fortwaihrend wachst. 

M. Pilewicz*) untersuchte den respiratorischen Gaswechsel bei de: 
Kiichenschabe (Periplaneta orientalis) im Hunger und bei Ernéhrung 
Sie fand unter anderem, daB dem Gewichtsverlust im Hunger reichliche 
Wassereinnahme entgegenwirkt. Nach einer anfanglichen Erniedrigung halt 
sich der resp‘ratorische Gaswechsel lange Zeit auf gleicher Héhe. Bei 
vorheriger Fiitterung ist der respiratorische Quotient von der Nahrungsart 
abhangig. 


' Ist diese Einordnung allgemein durchfiihrbar? Der Stoffwechse! 
ist von vielen Einfliissen, wie das Milieu, Nahrungsgewohnheiten usw., 
abhingig und es erscheint von vornherein unwahrscheinlich, daB der 
Umsatz. von Fett und Eiwei8 — bei der vorhandenen Zersetzbarkeit 
beider Stoffe in den Zellen — eine einfache Funktion der phylogenetischen 
Stellung sein kénnte. Das Material, welches bisher zur vergleichenden 
Physiologie des Hungerstoffwechsels zusammengetragen worden ist, 


1) Biajaszewicz gebraucht die Bezeichnung: ,.La graisse constitutive”, 
die wir durch ,,Zellfett** wiederzugeben suchen. 

2) S. Librach, Trav. du Lab. de Physiol. de ?Inst. M. Nencki, Var- 
sovie 1, 1922. Polnisch mit franzésischer Zusammenfassung. 

3) R. Szretter, ebendaselbst 1922. Polnisch mit franzésischer Zu- 
sammenfassung. 

4) P. Szwajs, Extrait des C. r. d. la Société des Sciences de Varsovii 
9, 1916. Polnisch mit franzésischer Zusammenfassung. 

5) In der Tabelle XII scheint ein rechnerischer Fehler vorzuliegen 
Die Verfasserin gibt fiir den Anteil N-freier Substanzen am ganzen Umsatz 
52,7 Proz. an, wogegen aus der Tabelle XI 59,2 Proz. folgt. Fiir Fett an- 
gegeben 18,22 Proz., aus Tabelle XI folgt 31,4 Proz. 

®) M. Pilewicz, Trav. d. Inst. Nencki 2, 1925. 
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erscheint viel zu spirlich, um eine Einteilung nach irgend einem ein- 
fachen Gesichtspunkt ausreichend begriinden zu kénnen. 

Man kénnte z. B. versuchen, die Beteiligung von EiweiB und Fett 
am Gesamtumsatz auch in Zusammenhang mit der Wasserbildung 
durch diese Stoffe zu betrachten, ein Gesichtspunkt, welcher von 
Parnas') besonders hervorgehoben wurde. Das Fett liefert bei seiner 
Verbrennung 107 Proz. des eigenen Gewichts an Wasser, ohne dabei 
nichtfliichtige, mit Wasser auszuscheidende Produkte zu bilden. Es 
scheint infolgedessen ganz einzig geeignet, als metaplasmatischer 
teservestoff zu dienen, der unter Sauerstoffverbrauch Wasser liefert. 
Diese Funktion des Fettes kénnte im Haushalt derjenigen Tiere eine 
hedeutende Rolle spielen, welche in trockenem oder hochkonzentriertem 
Milieu lange leben und ihr Gewebswasser gegen das Milieu erhalten 
oder verbrauchtes ersetzen miissen; bei Seewassertieren, Insekten und 
deren Puppen und bei Wiistentieren?). 

Bei den SiiBwasser- und in feuchter Luft lebenden Tieren hatte 
das Fett dagegen in dieser Beziehung keine ahnliche Bedeutung. 

Auch dieser Gesichtspunkt kénnte bei der Betrachtung des Hunger- 
stoffwechsels der Insekten gepriift werden. Es kénnte z. B. vermutet 
werden, daB bei der Puppe das Fett wegen seiner wasserspendenden 
Fahigkeit eine gréBere Rolle spielt, als bei Imago, welches seine Wasser- 
vorrite von auBen her erneuern kann. Doch wird im folgenden 
gezeigt, daB der Anteil von Fett beim Hungerstoffwechsel der Falter 
gréBer ist als wihrend der Pupenperiode. 


I}. 


Frisch ausgeschliipfte Wolfsmilchschwarmer wurden in Wageglischen 
abgewogen und dann unter geriéumigen Glasglocken bei 18° bis zum Ab- 
sterben belassen. Die Falter schwirrten in der Morgen- und Abenddimmerung, 
sonst saBen sie regungslos. Der ziegelrote Harn wurde besonders wahrend 
der ersten 3 Tage entleert und enthielt auBer Ammoniumureat anorganische 
Bestandteile. Zur Kontrolle wurden einige Exemplare frei im Zimmer 
belassen, um ihnen Fluggelegenheit zu geben. Die Gewichtsabnahme war 
in beiden Gruppen der Falter gleich. Der Tod erfolgte am 9. bis 14. Tage. 
Die Tiere wurden dann gewogen, bei 105° getrocknet, nach abermaligem 
Abwiegen zerrieben und in dieser Form fiir die Analysen verwendet. Die 
Methoden und Berechnungsweise waren dieselben, wie sie in der vierten 
Mitteilung geschildert worden sind. 


1) J. K. Parnas, Handb. d. normalen und pathol. Physiol. 17, 158, 1926. 

2) Man findet auch bei einer fliichtigen Ubersicht der Zusammensetzung 
verwandter Arten von Seewasser- und Sii®wassertieren, daB die Meeresarten 
gréBere Fettreserven besitzen als Sii®wassertiere; dasselbe gilt fiir luft- 
atmende Tiere. 
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Gewicht. Das mittlere Gewicht, bei welchem die Schwarmer verendet« 
betrug im Durchschnitt aus 14 Bestimmungen 522,5 mg, was genau 20 Pro, 
ihres Anfangsgewichts als Puppen entspricht. Das Trockengewicht wu 
aus elf Bestimmungen zu 44,3 Proz. berechnet, der Wassergehalt betrivt 
nur 55,7 Proz. Der Fettgehalt betragt 9,73 Proz. mal 1,04, das ist 10,12 Prov 
des Trockengewichts oder 4,5 Proz. vom Lebendgewicht. 

Stickstoff wurde als Mitte! aus sechs Bestimmungen zu 4,96 Proz 
des Lebendgewichts gefunden. Chitin macht 7,5 Proz., Asche 3,08 Proz 
aus. Fiir Rohprotein wurden 28,1 Proz. und fiir N-freie Extraktstoff, 
1,04 Proz. berechnet. 

Die Zusammensetzung der verhungerten Schmetterlinge im Vergleic! 
mit soeben ausgeschliipften zeigt Tabelle 1, welche zugleich die Verlust: 
angibt. 


Tabelle I. 





Gee Trocken- Wasser Fett N Rohs 


wicht substanz protein Chitin Asche 


Zusammensetzung eines Wolfsmilchschwarmers in Proz. 
Frisch ausgeschliipft . . 100.0; 31,75) 68.25 6,1! 334 19.7 3,13) 1.90 
Beim Hungertode 41,3 44,30) 55,70 45) 496 28.1 7,50 3,08 
verse") . 1. 58,7, 42,20 66,30 69,5 38,60 41,0 1,0133,00 


In mg. 
Frisch ausgeschliipft . . 1263.0 400.5 (862.5 | 77,1 |42,30 249.0 39,6 24.05 
Beim Hungertode 522.5 231.5 (291.0 | 23,5 25,95 146.9 39,2 16,10 
Verlust ..... 7405 169.0 571.5 | 53,6/16.35 102.1 04 7,95 


*) In Proz. des Anfangsgewichts. 


Den gréBten' Verlust hat das Fett erlitten, welches beinahe zu 70 Proz 
verbraucht wurde. Dann folgt das Wasser mit 66,3 Proz. Verlust, wogegen 
die Trockensubstanz nur einen solchen von 42,2 Proz. aufweist. Der ganze 
Gewichtsverlust betriagt 58,7 Proz., der Verlust an Brennwert 46,8 Proz. 
Davon wurden 40,3 Proz. verbraucht, der Rest entspricht dem aus- 
geschiedenen Harn. 

Die Stickstoffverbindungen zeigen einen Verlust von 38,6 Proz. (nac} 
dem N-Gehalt gerechnet) oder von 41,0 Proz. (als Rohprotein berechnet ) 
Die N-freien Extraktstoffe sind in kleiner Menge vorhanden und unterliegen 
zur Halfte dem Verbrauch. 


Von der gesamten umgesetzten Energie, welche 964 cal betragt, ent- 
fallen 499 cal oder 51,7 Proz. auf Fett, 439 cal oder 45,5 Proz. auf Eiweils, 
und 26 cal oder 2,7 Proz. auf Kohlehydrate. In der Natur werden die Ver- 
haltnisse infolge der Nahrungsaufnahme anders liegen: der lange Riisse! 
verschafft dem Schwarmer zuckerreichen Honig, wodurch der Anteil von 
Kohlehydraten héher wird und der Stoffwechsel dem metamorphotischen 
ahnlich wird. 


Diese Ergebnisse kénnen mit anderen fiir Hungerstoffwechsel der 
Insekten berechneten verglichen werden. Eine Zusammenstellung dieser 
Werte gibt Tabelle IT. 
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Was die Ausnutzung der Vor- 
ite anbelangt, so miissen Slowtzo//s 
Werte fiir die Libellen und fiir 
Erdhummeln gesondert betrachtet 
werden, weil in diesen Versuchen 
der Tod offensichtlich aus anderen 
Ursachen als der Erschépfung der 
Vorrite wegen erfolgt ist. Der 
Verfasser bezieht ihn auf den 
groBen Wasserverlust. 


Bei den anderen fiinf Arten 
dauert das Leben 
lange: Am kiirzesten beim Seiden- 
spinner (Tangl gibt 2 Tage als 
reichlich hbemessen‘‘ an). Es hat 
in diesem Falle auch Kopulation 
und Eiablage stattgefunden. In 
den angefiihrten Werten ist zwar 
der Brennwert der Eier nicht ein- 
begriffen, wohl aber die bei der 
Kopulation und Eiablage geleistete 
Arbeit. Bei der Deilephila kam es 
zur Kopulation nicht. Bei anderen 
Arten fehlen entsprechende An- 
gaben. Die Temperatur betrug bei 
Deilephila 18°, bei anderen nicht 
angegeben. Der Wasserverlust ist 
in allen angefiihrten Fallen sehr 
groB, iibersteigt den Verlust an 
Trockensubstanz um ein betracht- 
liches. Der Energieverbrauch, in 
Prozenten des Brennwertes der 
frisch Imagines 
gerechnet, mu gesondert bei den 


verschieden 


ausgeschiliipften 


drei ersten Arten, die gezogen 
wurden, betrachtet werden. Die 
zwei von Slowtzoff angefiihrten 
Kaferarten wurden als Imagines 
im Freien gefangen. Sie verlieren 
gegen 0,25ihres Brennwertes. Bei 
den drei ersten Arten betragt der 
Verbrauch 33 Proz. beim Spinner, 
40,3 Proz. beim Schwarmer und 
19 Proz. bei der Fliege. Werden 
die Werte fiir ausgeschiedene Stoffe 
(Harn, Eier) hinzuaddiert, so resul- 
tiert bzw. 59,5, 46,8 und 49.5 Proz. 
Rechnet man nun mit Prozenten 
des Raupengehalts, so erhalt man 
bzw. 21,5, 23,5 und 22,95 Proz. 
In interessanter Weise ergibt sich 
wieder dieselbe Reihenfolge, wie 





Hungerstoffwechsel verschiedener Insekten, 


Tabelle II. 





Es wurden gelietert von 
Fett 


Energies 
verbrauch 


Eiweif- 
verlust 


Fett. 


Gewichts+ Wasser 


Energie. 
verbrauch 
auf 1 kg 
Trockens. 


Kohle- 


Trocken 
substanz- 


Eiweifs Anmerkungen 


verlust | verlust Vv s 
- verlust erlust 


Dauer 


bydrat 


Cal 


In Proz. d. Energieverbr. 


In Proz. des Antangsgehaltes 


Tage 


40,3 


41,0 


69.5 


42,2 


* 
Bal 


12 6 


Deilephila euphorbiae 
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Bombyx mori 


Ophyra cadaverina 


Melolonta vulgaris 


( reotrupes stercoralis 


of. 


Slowt 


Hoffm. 


Beitr. 6, umgerechnet 


Nach 


~I 
- 
~ 


| 


” 


i 


49.0 


0 


9 
- 


36,2 


24.0 
0 


5 


Bombus terrestris . 


Libelle 


9 


1,2 
2 


32.0 


40 66, p 


10.8 


28, 


» 
— 


2 
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bei der Bilanz der Verwandlung') und bei der Lebensdauer. Der Zu- 
sammenhang verdient auch bei anderen Arten gepriift zu werden. 


Die Kolonnen fiir Fett- und EiweiBverbrauch geben die Werte in Pro- 
zenten des Anfangsgehalts wieder. Es ergibt sich aus ihnen, daB8 vierma! 
mehr Fett zersetzt wird, als EiweiB, besonders in den kiirzeren Experimenten 
von Slowtzo/f. 

Den Anteil von Fett am kalorischen Stoffwechse] beleuchten die 
anderen drei Kolonnen, welche die Verteilung des ganzen Energieverbrauchs 
unter die drei Bestandteile darstellen. Mit Ausnahme des Wolfsmilch- 
schwirmers, bei welchem die Ausnutzung des Energievorrats sehr weit 
gegangen ist (wobei sich in allen bisher untersuchten Fallen der Anteil von 
EiweiB stark vergréBert) beteiligt sich das Fett durchschnittlich mit 65 Proz. 
am Energieverbrauch. Von den anderen 35 Proz. entfallt nur ein kleiner 
Bruchteil auf Kohlehydrate, der Rest auf EiweiB. Auch fiir den Hunger- 
stoffwechse] der Insektenlarven (Tenebrio, Bombyx) ergeben sich ahnliche 
Werte, nur der Anteil von Kohlehydraten ist gréBer. 

Wir méchten speziell betonen, daB bei allen untersuchten Insekten der 
Anteil des Fettes am Energiewechsel bedeutend gréBer ist, als der prozen- 
tuellen Zusammensetzung organischer Substanz ihres Kérpers entspricht, 
so daB sich dieselbe infolge des Hungerstoffwechsels verandert. 


Diese Tatsachen widersprechen den Anschauungen von Bia/aszewicz, 
die eingangs erértert worden sind. Die Luftinsekten weisen besonders in 
kiirzer dauerndem Hunger (Slowtzoff) einen viel gréBeren Anteil von Fett 
als von Eiwei8 am Stoffwechsel (in Prozenten des Kérpergehalts aus- 
gedriickt) auf. 

Es wird freilich in der Arbeit von Pilewicz*) zugegeben, daB bei den 
Insekten infolge groBen Einflusses ékologischer Faktoren der Charakter 
des Hungerstoffwechsels von dem anderer poikilothermen Tiere abweicht. 
Diese Einschrankung nimmt aber dem Zusammenhang mit der Warme- 
regulationsfahigkeit als einer die Art des Stoffwechsels bestimmenden 
unabhangigen Variabel ihre in der Theorie von Biafaszewicz angenommene 
allgemeine Bedeutung. Es ware interessant, den Hungerstoffwechsel von 
Wasserinsekten von diesem Gesichtspunkte aus zu untersuchen. Wie unsere 
Kenntnisse vorléufig stehen, scheinen fiir die quantitative Beteiligung von 
Eiwei8 und Fett am Umsatz verschiedener Tierarten im Hunger nicht nurdie 
kalorischen Werte dieser Stoffgruppen bestimmend zu sein, sondern auch 
andere Funktionen: vor allem ihre oder ihrer Zersetzungsprodukte stoffliche 
Eignung, die je nach den é6kologischen Umstanden verschiedene Bedeutung 
fiir die Okonomie des Organismus besitzen kann. 


Zusammenfassung. 


Es wird beim frisch ausgeschliipften und beim verhungerten 
Wolfsmilchschwirmer (Imago) der Gehalt an Trockensubstanz, Fett, 
Stickstoff, Chitin und Asche bestimmt und auf diese Weise der Hunger- 
stoffwechsel dieser Schmetterlinge untersucht. 


1) Vgl. Mitteilung IV, Tabelle XII. 
2) Vgl. Anmerkung 6, 8. 76. 
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= Die Verluste betreffen hauptsichlich das Fett, welches zu 70 Proz. 
zersetzt wird, wobei es die Halfte des gesamten Energieumsatzes deckt. 
a. Kohlehydrate sind nur in kleiner Menge vorhanden, so da8 das 
aten ,Nicht-Fett“ hauptsichlich aus EiweiB besteht, welches zu 41,0 Proz. 
verbraucht wird. 
die Der Wasserverlust ist so groB, daB der Trockensubstanzgehalt 


ichs von 31,75 Proz. auf 44,3 Proz. steigt. 

Ich. Ein Vergleich mit den Werten, die von Farkas, Tangl und Slowtzof/ 
veit ° ° ° 

on fiir verschiedene Insekten angegeben wurden, ergibt, daB diese Resultate 
ron. wenigstens bei Luftinsekten allgemeinere Geltung haben. 
ner 

rer. 

che 
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Uber den Fermentstoffwechsel der Bakterien'). 


I. Mitteilung: 
Atmung und Glykolyse bei Bacterium coli. 


Von 


P. Rona und H. W. Nicolai. 
(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Charité.) 
(Eingegangen am 18. Marz 1926.) 
Mit 17 Abbildungen im Text. 


Nachdem Warburg und Mitarbeiter?) in einer Reihe von Arbeiten 
bestimmte Vorgiinge des Fermentstoffwechsels sowie die Atmung an 
iiberlebenden Gewebszellen auf gasvolumetrischem Wege untersucht 
hatten, wurde in unserem Laboratorium diese Methodik zuerst zur 
Bestimmung der Serumlipase und der Lipasevergiftung durch Urethane*) 
sowie neuerdings als wertvolles Mittel zur Untersuchung des Bakterien- 
stoffwechsels verwandt. Die vorliegende Mitteilung enthalt die Erge!- 
nisse, die bisher bei der Untersuchung der anaeroben und aeroben 
Glykolyse sowie bei der Atmung von B. coli gefunden wurden. 


Die Eichung der GeféBe*) wurde in einer von der bisherigen etwas 
abweichenden Art vorgenommen. Die gasvolumetrische Methode ist von 
besonders hoher Genauigkeit: sie erlaubt, das Entstehen oder Verschwinden 
eines Gases je nach der GréBe des GefaBvolumens, der eingefiillten Fliissigkeit 
und der Natur des Gases mit einem Fehler von + 0,5 bis + 0,05 cmm 
festzustellen. Umgerechnet auf Massen entsprechen diese Fehler einer 
GréBenordnung von 10~6 bis 10~-%g je nach der Natur des Gases. Diese 
auBerordentliche Empfindlichkeit bedingt eine ebenso groBe Sorgfalt bei 
der Behandlung der Apparatur, der Vorbereitung der Versuche und der 
Ausschaltung aller nur méglichen Fehler. 


1) Vorliegende Arbeit ist mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft cer 
Deutschen Wissenschaft und der Rockejfeller-Stiftung ausgefiihrt worden 

*) Diese Zeitschr. 142, 317, 1923. 

3) Ebendaselbst 163, 197, 1925. 


4) Die in diesem Abschnitt mitgeteilten Berechnungen hat Dr. Nicola: 
ausgefiihrt. 
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Zur Eichung wurden die in der iiblichen Weise mit Kaliumbichromat- 
-chwefelsiure gereinigten und sorgfaltig getrockneten GefiBe an den 
Schliffen maBig eingefettet durch lingeres Hin- und Herdrehen an den 
Konus oder die Haube des Barometers angesetzt und mit Gummischniiren 
gesichert. Die konischen Stopfen und Retorten sind ebenfalls sehr fest 
und unter Anwendung leichter Gewalt einzusetzen, bis die Drehbewegung 
dureh engste Annéherung beider Glasflichen erschwert ist. Bei Nicht- 
beachtung dieser Vorschrift ergeben sich bei der Eichung oder bei spiteren 
Versuchen ansehnliche scheinbare Volumendnderungen des GefaBes. 

So z. B. beim Umdrehen einer Retorte, deren vordere Offnung einen 
Durchmesser von 9mm und deren Konus eine Neigung von 3°35’ hat, 
eine Volumenabnahme von 10cmm, wenn durch leichtes Eindrehen dabei 
die Retorte in axialer Richtung um 0,157mm vorwirts bewegt und die 
Dicke des Fettmantels zwischen den Glasschliffen um 0,01 mm verringert 
wird. Scheinbare GefaGverainderungen im Betrage zwischen 5 und 25 emm 
sind bei derartigen Manipulationen keine Seltenheit. Da dieser Fehler 
proportional der Flache des vorderen Durchmessers eines Ansatzstiickes 
und dem cotg seines Neigungswinkels ist, wird die Genauigkeit des 
Arbeitens erhéht bei Verwendung méglichst weniger und méglichst kleiner 
Schliffe. Es ist iiberhaupt ratsam, zu Arbeiten, bei denen erst im Laufe 
des Versuchs ein Substrat, Gift oder dergleichen hinzugefiigt werden soll, 
GefaéBe nach Art der weiter unten beschriebenen zu benutzen (s. Abb. 16). 

Bei der Eichung ist es von groBer Wichtigkeit, die Barometer mindestens 
eine halbe, am besten aber etwa 1 Stunde bei véllig unter den Nullpunkt 
der Barometerskala heruntergedrehten Menisken stehenzulassen, damit 
alle Fliissigkeit ablaufen kann und die Kapillaren in héchster Anniherung 
leer sind. Der Grund fiir diese Forderung ist folgender. Zum Zwecke der 
Ermittlung des GeféBvolumens wird bekanntlich ein Volumen v (begrenzt 
dureh den Nullpunkt der Baroineterskala) auf ein neues Volumen 1, (be- 
grenzt durch einen héher gelegenen Punkt, z. B. 5,0)’ zusammengedriickt 
und die dabei erreichte Druckzunahme — h, oder h, — in Millimeter Brodie 
gemessen. Der Volumenunterschied der beiden GréBen v und vy ist der Inhalt 
der Kapillare vom Skalenteil 0,0 bis 5,0 und es besteht die Beziehung 


vp = (p+ A). 


Ist nun bei der zweiten Einstellung die Kapillare noch nicht annihernd 
abgelaufen, so wird nicht das urspriingliche Volumen v, sondern ein etwas 
kleineres Volumen v’ zu dem Volumen rt zusammengedriickt, wobei ein 
etwas kleinerer Wert h’ resultiert, als der urspriingliche Wert h, und es 
besteht die Gleichung 


vp = (v—dv) p = %(p + h’) 
oder der Fehler: 


h—h’ = dv P, 
Vo 

wobei dv das Volumen der an der Kapillarwand haftenden Fliissigkeit 
darstellt. 

Ist z. B. bei nicht geniigendem Zuwarten der nichste Wert bereits nach 
10 Minuten bestimmt worden, und waren noch 0,5¢mm Brodie an den 
Wanden haften geblieben, so ergibt sich bei einem Volumen des GefiBes 
von 5,0 cem ein Abweichen des Wertes von h um 3mm nach unten. Die 
Dicke der an der Kapillarenwand (1,2 mm Durchmesser) haften gebliebenen 
Brodieschicht betriige im Mittel 0,008 mm. 


6* 
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Der Fehler ist also abhangig von der GréBe des GofaBes iiberhaupt 
und von der Zeit des Ablaufens, da dv eine Funktion der Zeit ist, fiir die in 
erster Annaéherung die Gleichung gilt: 

dv 


= C(V,—v), 

dt a 
wobei C und V, eine Konstante und V,—v die jeweils noch an der 
Kapillarenwand haftende Fliissigkeitsmenge darstellt. Die Gleichung 


gilt in hoher Annaéherung nur fiir Kapillaren von 1,2 mm aufwarts. 

Das Volumen des GefiBes wird nun ermittelt, indem die Bestimmungen 
von hy und Ay mit und ohne Einfiillung eines Hilisvolumens a erfolgen, 
und aus diesen drei bekannten GréBen nach der Formel 
ii he 

hg— hy 
berechnet. Das Hilfsvolumen a wurde dabei bisher als ein abgemessenes 
Quantum Wasser eingefiillt. Wie sehr viele Beobachtungen bei einer groBen 
Reihe von Eichungen zeigten, stellt sich der Meniskus der linken Barometer- 
seite hierbei nur langsam in eine Ruhelage ein. Besonders deutlich ist das 
bei den Bestimmungen von h, zu beobachten, wo nur selten ein einma! 
gefundener Wert bei weiteren Bestimmungen reproduziert werden kann. 
Die Besonderheit dieser Schwankungen, die vornehmlich dann in Erscheinung 
treten, wenn der Uberdruck ein groBer ist, fiihrte zu der Vermutung, dai 
es sich um eine verzégerte Einstellung des Gleichgewichts 

Partialdruck der Gase im Gasraum 
Partialdruck der Gase in der Fliissigkeit 
handelt. Es wurden deshalb Eichungen nur noch ausgefiihrt, indem das 
Hilfsvolumen a als eine gewogene Menge Hg eingefiillt wurde, dessen Ab- 
zorptionskoeffizient gleich Null ist. 


v 























Fehler von v 18.0 150 200 20 h, Bei dieser Methode stellten sich die 
8 -_ Menisken jederzeit sofort ohne nach- 
° a} tragliche Anderung ein, und es gelang. 
ot den einmal gefundenen Wert beliebig 
a oft zu reproduzieren, wenn nicht 
PA gréBere Luftdruckschwankungen auf- 
a | **e, traten. Jedenfalls traten nie mehr 
Jr a 2 Schwankungen bis zu 10 mm auf, die 
2 . > die Berechnung eines Mittelwertes 
#7 == von nur recht problematischer Be- 
0 Uy Yn, WWMM|M«az deutung erlauben. 
“a WM Mn: v/§o/ MW, Jeder Fehler von A, iibertragt 
\ ‘ sich auf die Berechnung von v. Die 
ay 8 ‘\Sa-j2 | GréGe dieses Einflusses hangt ab von 
Ur dem Verhiltnis a:v, d.h. der relativen 
-4¥}- es Fiillung des GefiBes mit einem Hilfs- 
-§- * volumen bei der Ermittlung von A/,. 
” ae Ein gleich groBer Fehler von h, kann 
ein Volumen v noch mit einem Fehler 
Abb. 1. von weniger als 1 Proz. bestimmen bei 


relativ groBem a (= %4 v) und kann 
bei geringer Fiillung (a = %v) einen Fehler von iiber 10 Proz. (!) bei der 
Berechnung von v ergeben. Diese Zusammenhange zeigt die Kurvenschar 
Abb. 1, die fiir den Fall errechnet wurde, der tatsachliche Wert von h, 


a 
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sei 19,0cem. Auf der Abszisse wurden die Werte von /,, auf der Ordinate 
die von v eingetragen, die Kurven stellen die Zusammenhange beider bei 
verschiedenen a: v dar und sind mathematisch Stiicke aus einer Hyperbel 
von der Gleichung v = a./f(h,). Es ist aus der Abbildung ersichtlich, 
daB bei a = 34v bei Abweichungen von + 5mm vom wahren Wert A, 
die Kurve noch vollstaéndig in einem schraffierten Fehlerbereich von 

1 Proz. fiir v bleibt, daB dagegen bei gleich fehlerhafter Bestimmung 
von h, und beia = %% v die Fehler von v bereits auf — 2,5 bzw. +. 2,9 Proz. 
steigen, usw. Hierbei wurde angenommen, daB /, richtig ermittelt sei. 
Fehler von + 2mm in der Bestimmung von /, ergeben Begleitbereiche 
fiir die h,-Kurven, welche noch deutlicher zeigen, daB eine méglichst groBe 
relative Fiillung des GefaBes bei der Eichung die Bedingung fiir die Ein- 
schrinkung der Febler ist. 


Wenn nun auch die Minimumbedingung fiir den Fehler ein méglichst 
groBer Wert v: a ist, so wird doch andererseits bei wachsendem a die GréBe 
h, immer kleiner, da 
»—a 


v 
h,=h 
1 -— 


und da h, bei der begrenzten Linge des Barometerschenkels nicht iiber 
24 bis 27 cm hinauswachsen kann. Die GréBe h, darf nicht unter 4 bis 5 cm 
sinken, damit die bei der Ablesung dieser GréBe entstehenden wahrschein- 
lichen Beobachtungsfehler bestimmt unter 1 Proz., also unter 0,4 bis 
0,5mm bleiben. Diese Bedingung ist nach obiger Gleichung erfiillt, wenn 
das Verhiltnis v/a nicht iiber 6/5 hinausgeht. 

Wie erreicht man nun, daB die Skale fiir h, méglichst in ihrer ganzen 
Lange ausgeniitzt wird, daB h,:hy = v:v—a = etwa 4 bis 6 wird? Fiir 
die Bestimmung gilt auch die Gleichung (8. 83) in der Form 


(v + Uy) p = v(p BZ hy), 


wobei v; das Volumen der Kapillare sein soll, die beim Komprimieren gefiillt 
wird. Fiir den Nullpunkt 3cm ist bei einer 1,2-mm-Kapillare vz = 34; 
ferner p = 10000, h, sei = 250. v ist dann 1,35 ccm, d. h. das GefaB muB 
bei der Bestimmung von h, so weit mit Hg gefiillt werden, daB nur noch 
annéhernd 1,35 ccm Luft bleiben. Es folgt daraus, daB man GefiBe mit 
einem Volumen von beispielsweise 5,5 cem Inhalt noch mit einem giinstigen 
Verhaltnis v:a (4/3) eichen kann. Bei kleineren GeféBen den Nullpunkt 
noch weiter herunterzusetzen, also den Wert v; zu verkleinern oder engere 
Kapillaren zu nehmen, hat, wie die Erfahrung zeigt, keinen Zweck, da 
die errechneten Vorteile in der Praxis nicht mehr bestehen. 
Zusammenfassend sei also wiederholt betreffs der Eichung 


1. alle Schliffverbindungen miissen zum Zweck der Konstanz des 
GefaBvolumens besonders sorgfaltig zusammengesetzt werden; 


2. die Ablesungen diirfen nur in gréBeren Absténden vorgenommen 
werden (am besten 1 Stunde); 


3. die relative Fiillung (a: v) muB méglichst groB sein (am besten nicht 
unter 3: 4); 


4. die Fiillung mu8 mit Hg statt mit Wasser vorgenommen werden; 


5. als Kapillarenweite hat sich ein lichter Durchmesser von 1,2 mm 
am besten bewahrt. 
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Hil. 


Als Pufferlésung wurde eine Ringerlésung benutzt, wie sie bereits von 
Warburg angegeben ist. Fiir bestimmte Versuchszwecke wurde zu dieser 
Ringerlésung eine wechselnde Menge einer 1,26proz. Bicarbonatlésung 
hinzugefiigt. Zur Vereinfachung bezeichnen wir eine Ringerlésung ohne 
Bicarbonat mit R (0) und eine solche, die pro 100 ccm z. B. mit 10 ccm 
einer isotonen Bicarbonatlésung versetzt wurde, mit R (10). Als weitere 
Pufferfliissigkeit wurde gelegentlich eine Mischung von m/15 primirem 
und m/15 sekundérem Phosphat nach Sdrensen verwandt und dafiir die 


m 
Bezeichnung Ph = gewahlt, wobei m und n die Teile primaéren bzw. sekun- 


déren Phosphats bedeuten, die zur Mischung kamen. Die Messung der /, 
in dem jeweiligen Reaktionsgemisch wurde in der Becherelektrode nac} 
Ernst Mislowitzer!) vorgenommen, die in Verbindung mit dem Potentio- 
meter eine pg-Bestimmung auch bei Mengen unter 1 ccm in einfachster 
Weise erlaubt. Da es sich um eine Chinhydronmessung handelt, erfordert 
die ganze Bestimmung nur eine halbe Minute und ist daher fiir Serien- 
untersuchungen besonders geeignet. Eine Differenz zwischen der Messung 
mit der Wasserstoffelektrode und der Chinhydronelektrode bestand nach 
unseren Versuchen auf der sauren Seite von py = 7,5 nicht. 


IV. 

ee nach Angabe einiger Arbeiten beim aeroben Zerfall von 
Substraten (z. B. Glycerin durch B. subtilis) das Auftreten von 
Wasserstoff zu erwarten war, wurde zum 
Nachweis dieses Gases ein besonderes Cefil 
konstruiert, in dessen Haube ein Platindraht 
eingeschmolzen wurde (Abb. 2). Die  beiden 
Enden dieses Drahtes sind in zwei Queck- 
silberpfannen auf der Decke des Helms abgeleitet 
und werden zum Zwecke der H-Bestimmung 
mehrere Male kurz mit den Polen einer Akku- 
mulatorenbatterie verbunden. Nach dem Tem- 
peraturausgleich im Gasraum entsprechen zwei Drittel der Volumen. 
abnahme dem nachgewiesenen Wasserstoff. 

Beispiel. GefaB 6. Volumen = 5,71l5cem. k = 0,503. Fiillung mit 
lproz. Wasserstoff, der in einer Gasbiirette durch Mischen mit Luft her- 
gestellt wurde. Nach Einstellen des linken Manometerschenkels auf 21,5 
wurde mehrfach gegliiht und nach einer halben Stunde abgelesen. Aus 
der Druckabnahme von 163mm ergibt sich eine Volumenabnahme von 
82cmm, die zu zwei Dritteln, also 54,6cmm auf Wasserstoff entfallt ; berechnet 
waren 57,2cmm H, vorhanden. 





V. 

Fiir manche Untersuchungen ist es wichtig, zu wissen, ob die wahrend 
einer Spaltung im Gasraum erscheinende CO, durch eine fixe Séure aus 
der bicarbonathaltigen Ringerlésung verdrangt wurde (Aquivalentkohlen- 
séure) oder unmittelbar bei der Spaltung, wie z. B. bei einer alkoholischen 
Garung entstanden ist (Géarungskohlenséure). Zur Entscheidung dieser 


1) Diese Zeitschr. 159, 76, 1925. 
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Frage haben wir zum Teil Parallelversuche angestellt, bei denen R (0) 
und R(10) nebeneinander unter sonst gleichen Bedingungen angewandt 
wurden. Die bei R (0) gemessene CO, ist unbedingt nur als Gérungs- 
kohlenséure aufzufassen. Da indessen die Wasserstoffzahl beider Lésungen 
verschieden ist und auch die R (0) durch die Séurespaltung der Substrate 
bei véllig fehlender Pufferung sehr bald eine hohe A bekommt, eignen 
sich derartige Parallelversuche als inkommensurable GréGen nicht zur 
quantitativen Trennung der verschiedenen Kohlensauren. 

Es wurde deshalb in einer Reihe von Versuchen die Retorte der GefaiBe 
mit einer kleinen Menge verdiinnter Schwefelséure beschickt und diese 
nach dem Versuch in den Trog eingegossen und somit diejenige CO, aus 
dem Bicarbonat frei gemacht, die noch nicht durch fixe Saéuren wahrend 
einer Spaltung verdrangt worden war, also die ,,Komplementkohlenséure“. 
In einem Parallelversuch wurde in einer abgemessenen Menge der gleichen 
Ringerlésung der CO,-Gehalt bestimmt ’*). 


VI. 

Die Messung der aeroben Glykolyse und Atmung nebeneinander wurde 
zum Teil nach der von Warburg gegebenen Methode, d. h. mit verschiedenen 
Fliissigkeitsmengen in zwei GefaéBen vorgenommen. Da indessen fiir die 
vorliegenden Versuche beliebig viel Material vorbereitet und genau ab- 
gemessen werden kann, bedienten wir uns in einfacherer Weise folgender 
Versuchsanordnung: Gefa8 I wurde mit CO, in O, gefiillt, Gefa68 IT nur 
mit O, und auBerdem mit KOH in der Retorte beschickt. Gefa6 IIT bleibt 
wie bei Warburg ein Versuch zur Ermittlung der anaeroben Glykolyse. 
Die Ablesungen in II werden unter Verwendung von ko, fiir dieses GefaB 
umgerechnet und ergeben den tatsaéchlichen Sauerstoffverbrauch der Zellen. 
Derselbe Sauerstoffverbrauch mu8 auch fiir die Zellen in GefaiB I ange- 
nommen werden; er wiirde dort unter Verwendung von ko, fiir Gefaé8 I 
und Umrechnung eine bestimmte Druckabnahme bedingt haben, wenn 
hier nicht gleichzeitig auch Kohlenséure auftreten wiirde. Die Differenz 
aus der berechneten und der tatsachlich in I beobachteten Druckveranderung 
ist auf CO, zuriickzufiihren und gestattet ohne weiteres, auch dieses Gas 
mit Hilfe von kco, zu bestimmen. 

Es miiBte iibrigens auch médglich sein, diese Methode auf Gewebs- 
schnitte anzuwenden, wobei nur noch das verschiedene Schnittgewicht 
in Rechnung gezogen werden miiBte. 


Vil. 

Zur Methodik sei schlieBlich noch folgendes mitgeteilt. Bei Verwendung 
von Phosphatpuffern eriibrigt sich bei aeroben Versuchen, die die Messung 
des Sauerstoffverbrauchs zum Ziele haben, eine KOH-Vorlage, da die 
gesamte Kohlenséure bei physiologischer A gebunden wird. Anaerobe 
Versuche mit Phosphatpuffern zur Messung der C O,-Bildung sind also nicht 
méglich?). 

Die Anoxybiose wurde durch vdéllige Beseitigung der vorhandenen 
O,-Reste in dem kauflichen Gas gewahrt. Die Gasmischung wurde zu diesem 


1) Vgl. hierzu Negelein, diese Zeitschr. 158, 127, 1925. 
*) Diese Eigentiimlichkeit kann vorteilhaft zu einer bequemen und 
schnellen Analyse des angewandten Gasgemisches benutzt werden. 

















88 P. Rona u. H. W. Nicolai: 


Zweck durch ein Verbrennungsrohr geleitet, das mit einer 40cm langen, 
dicht gewickelten Rolle aus Kupferdrahtnetz (560 Maschen pro Quadrat 
dezimeter) beschickt war, die vor jedem Versuch frisch reduziert wurde. 


Die Schiittelgeschwindigkeit betrug wahrend der Versuche etwa 
100 pro Minute. 


Vill. 


Als Versuchsmaterial diente eine Reinkultur von B. coli, die wiederholt 
auf ihre biologischen Eigenschaften mit der ,,bunten Reihe‘‘ und fast 
taglich im Grampraparat auf ihre Reinheit gepriift wurde. Die Kulturen 
wurden in dreitigigem Wechsel durch Bouillon weitergefiihrt und taglich 
auf Schrigagar vom p, 7,2 geimpft. Nach etwa 20 Stunden Aufenthalt 
im Brutschrank wurden die Kulturen in Eiswasser gekith]lt und mit eis- 
gekiihlter R (0) oder R (10) wahrend 10 bis 15 Sekunden mit einigen energi- 
schen Schiittelbewegungen abgewaschen. Die vorherige Kiihlung ist deshalb 
gewahlt worden, weil sonst erhebliche Anteile des Naihrbodens in Lésung 
gehen. Die beim Abwaschen entstehende Suspension ist leicht milchig 
getriibt, je nach dem Bakteriengehalt, und wird zum Versuch unter Um- 
stainden noch etwas mit Ringerlésung verdiinnt. Vor dem Abmessen der 
Versuchsmengen mu8 die Suspension durch laingeres Schiitteln im Re- 
agenzglas véllig homogen werden, so daB mit bloBem Auge keine einzelnen 
Teile oder Schlieren mehr erkennbar sind ; zur gréBeren Sicherheit empfiehlt 
es sich, durch ein kleines Filter alle gréberen Partikelchen zuriickzuhalten. 


GroBe Schwierigkeit bereitete anfangs die Mengenbestimmung der 
Bakterien. Zunachst wurde versucht, durch Abschleudern im Hamatokrit 
den Gehalt der Suspension zu ermitteln. Es wurde dabei ein Sediment 
von 4 bis 2 Proz. gefunden, das indessen noch zum Teil mit Nahrboden- 
bestandteilen vermischt war;'die Zahlen hatten also keinerlei Bedeutung. 
Weiterhin wurde versucht, den Trockenriickstand der Suspension, der 
nach dreitigiger Trocknung im Exsikkator gewichtskonstant verblieb, 
als MaB der Bakterienmenge anzunehmen und die Stoffwechselvorginge 
auf diese Einheit zu beziehen; es zeigte sich aber auch hier, da8 der stérende 
Einflu8 bei den auBerordentlich geringen Baktenengewichten von wenigen 
Milligrammen pro Kubikzentimeter schon bei sehr geringen Nahrboden- 
beimengungen mehr als 100 Proz. betrug. Auf ein mehrfaches Auswaschen 
mit der Zentrifuge wurde verzichtet, um eine Schaédigung der Zellen zu 
vermeiden, die bei zu vielseitiger Manipulation leicht eintreten kann, wie 
auch die Dialysierverfahren hier véllig iibergangen werden kénnen. Wir 
haben uns darauf beschrankt, einfach in der Zeiss-Thomaschen Zahlkammer 
zu zahlen, und zu diesem Zweck bei Ansetzung eines jeden Versuchs eine 
abgemessene Menge Suspension — 0,1 bis 0,3 cem — mit einigen Kubik- 
zentimetern Wasser verdiinnt, 1 cem Carbolmethylenblau hinzugefiigt und 
das ganze auf 500 ccm aufgefiillt. Aus drei Zihlungen wurde das Mitte! 
genommen. 

Bedeutend bequemer ist die Zihlung im Dunkelfeld. Die Suspension 
wird zu diesem Zweck in die Quarzkammer gebracht und mit Okular 20 
und Objektiv 20 durch eine quadratische Okularblende betrachtet, deren 
Seitenlange vorher mit dem Objektmikrometer gemessen wurde. Es werden 
drei bis fiinf Gesichtsfelder durchgezéhlt und das Mitte] genommen. Dic 
Konzentration unserer Suspensionen betrug etwa 1 bis 5. 107 pro Kubik 
millimeter. 
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IX. 


Es sei schlieBlich, obwohl es ein Ergebnis dieser und weiterer 
Arbeiten vorwegnimmt, schon jetzt bemerkt, daB die Quotienten Qo, 
Qco, usw., die sich analog den Warburgschen GréBen ergeben, wenn 
man den Umsatz wiahrend einer Stunde auf eine bestimmte Zellenzahl 
hezieht, nicht innerhalb so enger Grenzen festliegen, wie das z. B. bei 
den verschiedenen Geweben gefunden wurde; vielmehr lassen sich 
Schwankungen in weiteren Grenzen, die wohl in dem Alter der Kultur, 
ihrer fortschreitenden Degeneration auf den kiinstlichen Nahrbéden 
und ahnlichen Faktoren ihren Grund haben. Diese mehr bakteriologisch- 
biologischen Fragen wurden nicht untersucht, weil sie tiber den Rahmen 
der Arbeit hinausgehen. 

Wir konnten dagegen feststellen, daB bei einer frischen Kultur, 
die wir mehrere Male wahrend der Arbeit verwandten, die volle Leistungs- 
fihigkeit wieder gefunden werden konnte. Auch bei einer gealterten 
Kultur andert sich der Stoffwechsel, d. h. die Art, in der die Substrate 
abgebaut werden, nicht; er bleibt charakteristisch fiir die betreffende 
Bakterienart. Der Unterschied zwischen den verschiedenen Bakterien, 
die wir auBer Coli bisher untersuchten, besteht also nicht so sehr in 
der bei den verschiedenen Geweben beobachteten verschiedenen Ge- 
schwindigkeit, mit der ein bestimmtes Substrat, beispielsweise Zucker, 
anaerob oder aerob gespalten wird, sondern in der Fahigkeit, anaerob 
oder aerob das eine oder das andere Substrat tiberhaupt verwerten 
zu kénnen. 


Experimenteller Teil. 


1. Anaerobe Spaltung von Glykose durch B. coli in 5proz. CO, in N,. 


Bei der Einwirkung von B.coli auf Glykose unter anaeroben 
Bedingungen ist stets eine starke gleichmaBige Druckzunahme zu 
beobachten, wenn das Ferment-Substratgemisch in R (10) oder R (20) 
suspendiert ist. Aus dem reichen uns zur Verfiigung stehenden Versuche- 
material sei ein Protokoll mitgeteilt (s. Abb. 3): 





GefaBnummer. ... . . 3 7 9 11 10 
. SaaS 1,17 0,96 1,04 1,1 11 
R (20) + 2prom. Glykose . 50 - 5.0 5.0 50 
Pra = 10 1,0 1,0 10 
Ree + ee ce aees Thermobarometer 5,0 - 
Nach 0 Minuten. . 0 0 0 0 0 
13 " er —1 +1 101 98 96 
ie o << —15 +15 153 145.5 147 
~ 24 a ee —15 + 2.0 182.5 175 175.5 
ct. «50-6 0 104 106 104 
0 158.5 158.8 160.5 
05 188 90 191 
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Die Genauigkeit, mit der diese anaeroben Spaltungen stets in 
verschiedenen GefiBen das gleiche Resultat ergeben, macht diese: 
Versuch als Kontrolle fiir die richtige Eichung der GefaiBe sowie als 
Ubungsversuch fiir Anfanger in hohem MaBe geeignet. 





200 
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Abb. 3. 
CO» +Bildung bei der anaeroben Glykolyse in R (10). 


Es erhebt sich hierbei die Frage, ob diese Kohlensiuremengen bei 
der Spaltung des Zuckers direkt entstehen, oder ob sie erst durch fixe 
Sauren aus dem Bicarbonat ausgetrieben werden, inwieweit die Bakterien 
allein, ohne Zucker, unter anaeroben Bedingungen Kohlensaure ab- 
spalten, und in welchem MaBe die h, die Temperatur, die ver- 
schiedene Konzentration von Bakterien und Substrat die Geschwindig- 
keit der Kohlensaurebildung beeinflussen. 

Die erste Frage wird qualitativ mit der durch die verschiedene 
h bedingte Einschrankung beantwortet, indem man einen Parallel- 
versuch in R (0) und R (20) anstellt. 


Tabelle zu Abb. 4. 





Gefafinummer.......- 2 3 4 5 
PEM Sail «5 os 0,376 0,449 0,375 0,387 
TS a aad we (wh ae 075 - 
iF SS eee _ — 0,75 0,75 
tat, ia leins-ab, Airs 0,75 = 2 a 
eee 0,3 03 0,3 03 
mm cmm mm cmm mm cmm mm cmm 
Nach 0 Minuten 0 0 > 0 
a. ™ 25 10 20 1,0 415 15,6 315 12.0 
>. : 3,0 1,0 35 1,5 76.0 285 61,0 23,5 
ve ss 3,0 10 40 20 107,0 40,0 97,0 375 
» a 3,0 1,0 40 2,0 1445 545 1385 535 
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Nach Umrechnung in Kubikmillimeter ergibt sich die graphische 
Darstellung in Abb. 4, aus der deutlich hervorgeht, daB die Kohlen- 
siure ihren Grund im Auftreten fixer Sauren hatte. 
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Anaerobe Zuckerspaltung in R (0) und R (10). 


Verfolgt man die Druckainderungen von Bakterien allein, ohne 
Zucker, so ergibt sich, wie bereits aus den beiden eben mitgeteilten 
Versuchen im Leerversuch zu sehen ist, nur eine ganz geringfiigige 
positive Schwankung, die in dieser Starke wohl bei allen lebenden 
Zellen zu beobachten ist und ihren Grund in der Abgabe von Sauren 
hat, die beim Zerfall der Eigensubstanz aufzutreten pflegen. Auch 
gréBere Agarmengen iandern diese Siurebildung unter anaeroben 
Verhaltnissen nicht. 

Der Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration bei der anaeroben 
Zuckerspaltung kann nur innerhalb enger Grenzen untersucht werden, 
nimlich zwischen py, = etwa 5,5 und etwa 8,5, entsprechend einer R (5) 
und einer R (20), die mit einer 5proz. CO, im Gleichgewicht steht. Ein 
merklicher Unterschied ist hierbei nicht festzustellen; erst an der 
alkalischen Grenze des Bereichs scheint die Spaltung etwas langsamer 
zu werden, wenn man zu noch héheren Bicarbonatzusiitzen iibergeht. 
Nach der sauren Seite zu ist eine Untersuchung nicht méglich, weil in 
Acetatpuffern kaum mehr eine Druckzunahme beobachtet werden kann, 
in Phosphatpuffern die CO, sofort verschwindet und in einer reinen 
Ringerlésung die frei werdenden Siauren die py alsbald soweit nach 
der sauren Seite verschieben, daB die Spaltung aufhért, wie spiter 
gezeigt wird. 
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Um .den EinfluB der Temperatur kennenzulernen, wurde mit der 
gleichen Bakterienmenge zu gleicher Zeit eine Spaltung bei 30,8° und 
bei 37,54° vorgenommen. Bei gleichbleibender Geschwindigkeit des 
Abbaues in jedem GefiB verhielten sich die umgesetzten Mengen nach 
30 Minuten wie 134: 228 oder wie 1:1,7. Die gleichzeitige Priifung 
des O,-Verbrauchs bei den Temperaturen 22,9, 30,8 und 37,45° bei 
ebenfalls geradlinigem Verlauf der Spaltung ergab das Verhiiltnis 
75: 134,5: 234 nach 25 Minuten oder 0,54: 1: 1,77. Der Temperatur- 
koeffizient ist also zwischen 2,2 und 2,5 fiir 10°C (s. Abb. 5). 














Abb. 5. 
Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur. 


Andert man bei allen diesen Versuchen ebenso wie bei aeroben 
nichts als die Bakterienmenge, so bleibt der Umsatz den angewandten 
Mengen proportional; andert man die Zuckerkonzentration, so liuft die 


Spaltung unabhingig von der Menge des anwesenden Zuckers — es 
wurden Lésungen von 0,25 bis 6 Prom. untersucht — bei jeder Kon- 


zentration mit derselben Geschwindigkeit ab, um erst aufzuhéren, wenn 
der ganze Zuckervorrat erschépft ist. Besonders deutlich ist das aus 
den Versuchen (Abb. 6 und 18) zu ersehen. 


Tabelle zu Abb. 6. 





GefaBnummer ..... 1 | 2 | 3 
TY FY Fale 0.6 mg Z 03mg Z 015mg Z 
cmm | cmm cmm 
Nach 0 Minuten . 0 0 0 
3 - , 12 12.5 9 
ee. . : 23 22.5 11 
a i "i ~ 35 33 115 
- a ’ 53,5 39 11,5 
_) oe me ; 7 43 115 
» 24 be ; 91 44.5 115 
. 2 - ‘ — 44.5 11,5 
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ler DaB der Zucker tatsichlich vollstandig 


nd gespalten ist, wurde durch mehrfache Mikro- 

les bestimmungen nach Hagedorn-Jensen und 

ich nach Mislowitzer bestitigt, sowie ferner da- 80 

Ing durch, daB Spaltungen nach bestimmten 

bei Zeiten unterbrochen und die gesamte von 

his Anfang bis zum Ende gebildete CO, zu dem 

ur verschwundenen Zucker in Beziehung ge- 60 
setzt wurde. Ein solcher Versuch ist aus 
Tabelle 8. 102 und Abb. 17 ersichtlich. 








mimnSCO0; 





mg 2 





Als schlieBliches Ergebnis sei noch zu 40 
den anaeroben Spaltungen bemerkt, dab 
nach volligem Sistieren der CO,-Bildung, 
also nach vélligem Verschwinden des 
Zuckers die Spaltprodukte aerob unter 20 
erheblichem 0,-Verbrauch weiter  ver- e 
atmet werden, ohne offenbar wahrend 
langerer Zeit verbraucht zu werden. So 
zeigt der folgende Versuch, bei dem nach 








15 mg Z 
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45 Minuten keine CO, mehr _ gebildet Abb. 6. 
wurde, noch nach weiteren 11% Stunden Anaerobe oe 
A lesser : bis zum Verschwinden des 
Aufenthalt in der Luft einen gleich- iiitin liad eeniieiiiinibin 
maBigen O,-Verbrauch (s. Abb. 7). Konzentrationen. 
ch 
— Tabelle zu Abb. 7. 
lie 
es GefaBmnummer........ 1 2 
n- Ged GMB cc cect cece CoO, O, mit NaOHsAbsorption 
R (10) mit 2 Prom. Zucker R (10) mit 2 Prom. Zucker 
nn 
| 
us Nach 5 Minuten. . . 30,4 19,5 
<a es 59,9 37,6 
ae 89,5 55,5 
- 1210 75,0 


Der Versuch wurde bis zum Sistieren der CO sBildung forts Der Versuch wurde ausgefiihrt, 
gesetzt, die nach 45 Minuten vdéllig aufhérte. Das Gefaf8 wurde um den Unterschied des Sauer- 


geliiftet, die Retorte mit NaOH beschickt. stoffverbrauchs bei der Ver- 
J e atmung von reinem Zucker und 
Nach 5 Minuten . . . 9,8 bei der Veratmung seiner anaerob 
. 10 in 19.5 gcbildeten Spaltprodukte in Ge- 
{a8 1 festzustellen. 
i, - ae is 30,0 
» 20 " ae 40,4 


Der Sauerstoffverbrauch hielt mit gleicher Geschwindigkeit 
noch 1'/, Stunden an. 
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Abb. 7. Veratmung des Zuckers und seiner anaerob gebildeten Spaltprodukte. 


Zusammenfassend ist also zu den anaeroben Versuchen folgendes 
zu bemerken: 

Bei Abwesenheit von O, spaltet Coli Glykose in zwei Siuremolekiile 
auf. Die Menge des gespaltenen Zuckers ist proportional der Menge 
der Bakterien, hangt aber nicht von der Zuckerkonzentration innerhal) 
bestimmter Grenzen ab. Die Wasserstoffionenkonzentration beginnt 
in einem Bereich, das saurer ist als etwa 5,0, diese Spaltung zu hemmen; 
im Bereich von etwa 5,5 bis 8,5 ist die Reaktionsgeschwindigkeit in 
héchster Annaherung die gleiche. Mit steigender Temperatur geht 
auch der Abbau schneller vor sich, der Koeffizient ist 2,2 bis 2,5 pro 
10°C. Die Spaltung geht bis zum vélligen Verschwinden des Zuckers, 
die dabei entstehenden Spaltprodukte werden aerob weiter veratmet 
und reichen dabei im Vergleich zur Spaltungszeit viel linger aus. 
Die Bakterien allein ohne Zucker bilden nur eine verschwindend 
geringe Siuremenge, die praktisch véllig vernachlassigt werden kann. 
Die Anwesenheit von Niahrbodenbestandteilen in geringen Mengen, 
wie sie bei der Gewinnung der Bakterien in die Suspension mit hinein- 
gelangen, andert an den Resultaten nichts. 


2. Aerobe Atmung und Glykolyse bei Bacterium coli. 

In ahnlicher Weise, wie bei den anaeroben Untersuchungen wurde 
auch unter aeroben Bedingungen zunichst ermittelt, inwieweit dic 
Bakterien allein O, verbrauchen oder atmen, sodann nach Priifung 
der Frage, ob nachweisbare H,-Mengen entstehen, die Beziehungen 
zwischen der entstehenden CO, und dem verschwundenen O, zum 
verbrauchten Zucker untersucht und schlieBlich die Einfliisse wechselnder 
Konzentrationen von Ferment, Substrat und Wasserstoffionen gepriift. 
Betreffs Temperaturabhingigkeit siehe oben. Der Sauerstoffverbrauc) 
der Bakterien allein ist nur geringfiigig. Er kann daher praktisch 
vernachlassigt werden, wie der folgende Versuch zeigt, der mit einer 


c 
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ziemlich konzentrierten Emulsion angestellt wurde. In den Retorten 
der GefaBe befand sich NaOH in 30proz. Lésung. 

Inwieweit wechselnde Mengen von Bakterien oder Substrat die 
Umsatzgeschwindigkeit beeinflussen, ist aus zwei weiteren Versuchen 
zu ersehen. Der Sauerstoffverbrauch ist ausschlieBlich von der Menge 
der anwesenden Bakterien abhingig, dagegen von der Konzentration 
des Zuckers unabhangig, wenn diese zwischen 6 und 0,5 Prom. schwankt; 
héhere Konzentrationen wurden nicht angewandt (s. Abb. 8 und 9). 


Tabelle zu Abb. 8. 





















































GefaBmummer ........ 1 4 
Bakterienkonzentration .. . . 05 1), 0,5 1/9 O5 1/4 0,5 1, 
R (10) mit Zucker... .... 1,0 1,0 | 10 | 10 
cmm cmm cmm cmm 
ies [EB Nach O Minuten...) 0 0 0 0 
nine a, - a 53,5 28.5 12.8 45 
~ w es +a 80.5 43,5 19.5 65 
ile § Tabelle zu Abb. 9. 
we 
alb Dt os ae ose ¢ * #. 10 —_ = ~_ 
. R(10) mit Zucker. ...... _ 1,00,5proz. | 10 ogee. | 1,0 2proz. 
int CO ee ee 0,5 05 0, of 
ee Reo 03 03 0.3 03 
nN; cmm cmm cmm j cmm 
in : F ; 
‘ht Nach 0 Minuten ... 0 0 0 0 
<0 «ae “ wae 1,0 18,0 19,1 20,0 
» 2 » 1,6 37,2 38,5 40,0 
rs, — a 19 56.5 58.0 61,0 
ret a ° 24 72.5 775 80.5 
us, a 
| mms 
nd } 80 T 
mn. 4 mums 
7 80 | | ° 
n 2,0 %ee 
n- | | | ley 
; 60 05 %o 
| 60;-—— saat &. —_+—— 
| 
de Ee | | 
; a as hetennameetnll 
lie § 40 7 
ng : | 
‘ | | 
20 4 
mn 
er 
ft 2 | ohne Zucker 
h ff 0 10’ 20" 50" 40’ | 
ch Abb. 8. Abb. 9. | 
O»-Verbrauch bei verschiedenen Ozy+Verbrauch bei verschiedenen 
er Bakterienkonzentrationen. Zuckerkonzentrationen. 
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Eine Bildung von Wasserstoff konnte in keinem Falle beobachtet 
werden, der Verbrennungsversuch verlief regelmaBig negativ. 

Neben dem Sauerstoffverbrauch unter aeroben Bedingungen 
findet auch eine CO,-Bildung statt, die bei den bisherigen Versuchen 
manometrisch nicht bestimmt, sondern durch die Absorptionsfliissigkeit 
aus den Ablesungen ausgeschaltet wurde. Die folgenden Versuche 
hatten den Zweck, die Teilnahme beider Gise an dem Chemismus der 
Bakterien festzustellen. Die Durchfiihrung nach der verbesserten 
Methode Warburgs ergab keine Unterschiede gegeniiber der in der 
Einleitung angegebenen Methode. In beiden Fiillen zeigt sich iiber- 
einstimmend, daB zunichst gréBere Sauremengen auftreten, die zum Teil 
aus Girungs-CO, bestehen. Spiter tritt diese hinter der durch fixe 
Sauren ausgetriebenen anscheinend zuriick. Man kann dieses Phanomen 
schwer deuten, und es sei zunaichst nur festgestellt, daB zwischen der 
anaeroben CO,, der aeroben CO, und dem aeroben O, gewisse Pro- 
portionen bestehen, die in hoher Annaherung immer wiederkehren. 


Tabelle zu Abb. 10 und 11. 





GetéSnummer es ye 23 ~ | 235 
EER ae vara A ng O,—CO, | O, 0,—CO 
ar doy 1.25'R 10) Z 0,7 R (0) | iste oy 19 R (10) Z 
OS ee 0,25 0,25 0,25 0.25 
Gemischt nach. ....... so” 75” 100” 120" 145” 
mm mm mm | mm } mm 
Nach 5 Minuten ... +145 +330 —30 + 140 0 
a gee ag 20,5 740 +20 21,0 L 25 
a : 25,0 113,0 6.0 24.0 3.5 
» 2 = 30.5 153.0 9.0 28.0 5,0 
 e 39,0 229.0 14.0 33,5 4,0 
, 45 ns 53,5 —_— 18.0 42.0 1,0 
eee a 0,56, — 0,55 0,49, 043 
BE Sea Niet oie te ws 0,62 0,49 0,60 0,61 0,54. 


Untersucht man den Druckablauf, so zeigt sich, daB er nicht iiberal! 
stetig ist; fiir die Versuche in R (10) wurde die Zeit zwischen 15 und 45 Mi- 
nuten zur Berechnung von y, dem Verhialtnis CO,:0O,, herangezogen, 
fiir die Versuche in R (0) die Zeit von 10 bis 20 Minuten, wie dies in Abb. 10 
angedeutet ist. 

Es ergibt sich dann: 

y fiir R (10) = 1,47 
und y fir R (0) 5,0 


Abb. 11 zeigt dann den Sauerstoffverbrauch und die CO,-Bildung bei 
aerober Glykolyse. Als Vergleich ist die bei der anacroben Glykolyse frei 
werdende CO, mit eingezeichnet. Die in Abb. 10 anfanglich starkere 
Steigung der R-(10)-Kurven deutet darauf hin, da8 anfanglich mehr CO, 
entsteht, als spater; der Verlauf der R-(0)-Kurven lé8t vermuten, daB diese 
anfanglich starkere CO,-Bildung nicht allein durch fixe Saéuren aus 
getrieben, sondern vom Zucker abgespalten wird. 
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Abb. 10. Druckablauf in den GefaBen. 


SchlieBlich wurde auch noch ein 
Versuch gemacht, die Abhangigkeit 
der Zuckerspaltung unter aeroben 
Bedingungen von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration zu ermitteln. 
Zu diesem Zwecke wurde die 
Apparatur') zur Untersuchung der 
Esterspaltung durch Lipase nach 
Rona und Ammon benutzt. Die 
Bakterien von zwélf Réhren wurden 
in 100 cem R (0), in denen 5 Prom. 
Zucker gelést waren, suspendiert 
und das ganze durch ein Riihrwerk 
in einem Wasserbad von 37° in 
standiger Bewegung erhalten. In die 
Fliissigkeit tauchte eine Glocken- 
elektrode ein, deren Potential gegen 
eine gesittigte Kalomelelektrode 
von Zeit zu Zeit mit dem Potentio- 
meter gemessen wurde. Der Ver- 


1) Vel. Rona, Fermentmethoden 
8S. 104, Abb. 45. 
Biochemische Zeitschrift Band 172. 
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such dehnte sich itiber 3 Stunden aus, und wahrend dieser Zeit 
trat eine mit gleichférmiger Geschwindigkeit fortschreitende Saueruny 
auf, die erst etwa nach 150 Minuten zum Stillstand kam; zu 
dieser Zeit war die Wasserstoffzahl 4,05 erreicht. Die Zeit, dic 
bis zu diesem Ereignis verstrichen ist, spielt hierbei keine Rolle. 
Als wesentliches Moment erscheint, daB bei dieser Aciditat offenbar 
eine Hemmung der Zuckerspaltung eintritt. Die Bakterien selbst 
waren nicht getétet, wie durch die biologische und kulturelle Priifung 
nachgewiesen wurde. 

Um auch alkalische Bereiche mit dieser Methode zu priifen, wurde 
in einem zweiten Versuch in dem Reaktionsgemisch eine m /1500 NaOH. 
Konzentration zu Beginn hergestellt (s. Abb. 12). 
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Abb. 12. 
Verinderung der )yy-Inaktivitat in R (0) und in R mit m 1500 NaOH. 


Ob diese Versuche mit einem optimalen Sauerstoffdruck durch- 
gefiihrt sind und als in diesem Sinne beweisende angesehen werden 
diirfen, kann bezweifelt werden, wenn man bedenkt, daB die Suspension 
standig von zwei Gasen durchspiilt wird ; dem Wasserstoff der Glocken- 
elektrode und, wie spiter noch gezeigt wird, der Kohlensaure, die bei 
der aeroben Spaltung des Zuckers auftritt. 

Innerhalb engerer Grenzen konnte diese Frage auch geklart werden, 
indem der Sauerstoffverbrauch in verschiedenen Phosphatpuffern ge- 
messen wurde, denen 3 Prom. Zucker zugefiigt war. Durch einen Vor- 
versuch wurde zunichst festgestellt, daB die Atmung der Bakterien in 
einem Phosphatpuffer die gleiche ist, wie in einem Bicarbonatpuffer 
von derselben Aciditét. Der nachstehende Versuch zeigt alsdann dice 
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py-Abhangigkeit der Atmung, die in den Grenzen von py 5,8 bis 7,7 
nur unbedeutend ist (s. Abb. 13). 

Tabelle zu Abb. 13. 
GefaBnummer ........ 1 2 3 
1,0 Phosphatpuffer mit Zucker 9 My ly 
Dd 4» 6 < 3.6. 8% 05 0.5 05 
cmm cmm cmm 
Nach 0 Minuten .. . 0 0 0 
5 . eat 97 10.6 10,2 
, 10 " ja a 21,0 21,0 21,4 
i Ca ath 46,2 45,5 46.3 
100 , 
sol R (10 
Prag 
60+ 
4Or - + 
~ 
A/0, 
20 
0 Ss 10 1S 20" 2s’ 0 10 20° JO 
Abb. 13 Abb. 14. 
Oy -Verbrauch in verschiedenen Phosphatpuffern. O.-Verbrauch in K(0) und in R (10). 


Es erhebt sich auch hier, wie bei den anaeroben Versuchen 
die Frage, ob die aufgetretene Kohlensiure einer Géarung ent- 
stammt oder durch eine fixe Séure erst aus dem _ Bicarbonat 
ausgetrieben wurde. Mit einem einfachen Vergleich in R (10) und 
R (0) ist jedoch diese Frage nicht zu entscheiden, da bei der 
zunehmenden Saurebildung die Atmung schon nach kurzer Zeit 
leidet. Dies zeigt Abb. 14, in der die Sauerstoffatmung bei 
Absorption der auftretenden CO, in einem gepufferten und in 
einem nicht gepufferten System bei gleicher Bakterienmenge ge- 
messen wurde. 
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Tabelle zu Abb. 14. 





GetaBnummer — 1 2 3 
ate tales ee He a ect R (10) mit Zucker RK (0) mit Zucker R (0) mit Zucker 
See 05 05 05 
. (Sa 0,3 03 03 
Nach 0 Minuten 0 0 0 
ae b 9.0 7,0 7.0 
Se 15,6 14.0 13,5 
in 9 nm 23.6 16,5 15.5 
- a Pa 318 17,0 16,0 
_ = bs 40,0 21,0 19,0 
= = 53.0 21,5 20.5 
» 2 a 66,5 22.0 210 
30 80.5 25 21.5 


Die Beziehungen zwischen dem Gasstoffwechsel und dem Zuckerabbau. 

Nimmt man an, daB bei der anaeroben Zuckerspaltung aus einem 
Molekiil Zucker zwei Molekiile Milchséiure entstehen, die ihrerseits 
zwei Molekiile CO, aus der Ringerlésung austreiben, so steht diese 
Annahme mit den Versuchen ohne weiteres in Ubereinstimmung 
Gelingt es, die gesamte, wahrend eines anaeroben 
Versuchs entstehende CO, zu bestimmen, so muf ihr 
Gewicht sich zu dem des verschwundenen Zuckers 
verhalten wie 88 zu 180. 


Um die gesamte Kohlensaure zu erhalten, wurden 
die Bakterien der Ringerlésung erst zugesetzt, nach- 
dem im Wasserbad der Temperaturausgleich ein- 
getreten war. Zu diesem Zwecke haben sich (von 
Dr. Nicolai angegebene) Gefiibe!) von der Form der 
Abb. 15 besonders bewiahrt, bei denen auch dix 
Retorte eine groBe Fliissigkeitsoberfliche besitzt; 
Bakterienemulsion und Ringerlésung werden hier 
getrennt eingefiillt und spater durch 10faches Hin- und Herspiilen 
vermischt, nachdem die Stellung des linken Meniskus abgelesen war. 
Der Zuckerverbrauch wurde ermittelt, indem vor und nach dem 
Versuch eine Mikrobestimmung mit Elektrotitration nach Ernst 
Mislowitzer?) ausgefiihrt wurde. 

Zu diesem Zwecke wurden 0,5 bis 0,7 com des Reaktionsgemisches 
schnell aus dem Trog genommen, in die gleiche Menge einer Lésung von 
Ferrum oxydatum dialysatum 0,5 Proz. eingetragen und die Zeit 
notiert. Fallt das EiweiB nicht sofort in Flocken aus, so fiigt man eins 
oder mehrere Staéubchen Bicarbonat unter jedesmaligem Umschiitteln 
hinzu, worauf man alsbald eine plétzlich einsetzende Verinderung wic 





Abb. 15 


1) Hergestellt von Hanff & Buest, Berlin NW 6, Luisenstr. 67. 
2) Diese Zeitschr. 168, 217, 1926. 
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bei saurer Milch beobachten kann. Von dem Filtrat wird eine ab- 
yvemessene Menge auf 5 ccm mit Wasser aufgefiillt, mit der Reduktions- 
ljsung versetzt und nach Vorschrift weiter behandelt. Zu der Methode 
-eien noch folgende Angaben gemacht. Besondere Aufmerksamkeit 
muB dem Kochen zugewandt werden, das wahrend der 3 Minuten nicht 
zu stiirmisch werden darf, da sonst Materialverluste durch Spritzer 
eintreten, andererseits aber nie sistieren darf. Das richtige, gleich- 
maBige Sieden wird erreicht durch dicke, etwa 1 bis 3 mm weite Siede- 
kapillaren, die man sich aus einem im Geblase erhitzten und dann 
weitgehend erkalteten Glasrohr durch langsames Ziehen selbst her- 
stellen kann. Beziiglich der Elektrotitration sei erwihnt, dab die 
Platinelektroden immer in Kaliumbichromat-Schwefelsiure aufbewahrt 
werden miissen, um einen scharfen Potentialsprung anzuzeigen. 
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Abb. 16. 
Anacrobe Glykolyse. Beziehung zwischen CO, und Zucker. 


Es ist bei exaktem Arbeiten méglich, mit der Mikromethode die 
Zuckermenge mit einem Fehler von —- 0,01 mg zu bestimmen; von 
groBer Annehmlichkeit erweist sich neben dieser Genauigkeit die 
Schnelligkeit der Methode und ihre Unabhangigkeit vom Tageslicht. 

Tragt man bei einer graphischen Darstellung als Ordinate nicht 
nur die Kubikmillimeter CO, ein, sondern auch die aquivalenten 
Mengen Glykose, wie das in Abb. 16 geschehen ist, so kann man ohne 
weiteres die Ubereinstimmung zwischen der gebildeten Kohlensiiure 
und dem aquivalenten Zuckerdefizit erkennen. 

Der Zusammenhang kann ohne Titration auf noch einfachere 
Weise gezeigt werden, wenn man eine Zuckerlésung von genau be- 
kanntem Gehalt bis zum Sistieren der CO,-Bildung durch B. coli 
spalten laBt und in gleicher Weise wie vorher die Ubereinstimmung 
zwischen den Aquivalenten Substrat und Spaltprodukt feststellt , Abb. 17. 
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Tabelle zu Abb. 16. 





GefaSnummer cm. bar eh ee 1 2 3 4 
R (10) mit Zucker ...... 1,0 1,0 1,0 10 
Ss he & na 6m. Be 0.5 0,5 05 05 
Gemisch mech ........ a” 80” 100" 120"' 
Nach 4 Minuten... 115 3.0 15 05 
to ree 17,5 8.0 6,0 6.0 
, 10 * a 24.0 12.5 11,0 11.0 
— es —er 36,0 28,0 25.0 24.5 
e " «oa oe, ee 39,5 38.0 34,5 
ae a ia ae 78.5 67.5 65,0 615 
Unterbrochen nach . . 33° 34’ 
45 Minuten 105 102.0 


46’ 46’ 40’ 


Die Anfangsmenge des Zuckers wurde zu 2,82 mg bestimmt. Die Menge 
nach Abschlu8 der Versuche war 2,54 bzw. 2,37 mg. 

Der Verlust betrug also 0,28 bzw. 0,45 mg Zucker (berechnet aus der 
CO,-Bildung: 0,30 bzw. 0,42 mg). 


Tabelle zu Abb. 17. 


Da bei diesen Spaltungen zum Teil grobe CO,-Mengen entwickelt 
wurden, die den MeBbereich der Manemeter mehrfach iiberschritten, wurde 
nach kurzem Offnen des Hahnes, wobei die 5proz. CO, unter Uberdruck 
entweichen konnte, eine Neueinstellung des linken Meniskus vorgenommen. 
Die inzwischen erfolgte Spaltung und CO,-Bildung wurde auf dem Wege 
der Interpolation konstruiert, was durchaus berechtigt ist, da die Neu- 
einstellung der Menisken noch im geradlinigen Teil vorgenommen wurden. 
bevor die Abbiegung der Kurven einsetzten. 








GefaBmummer......... 1 2 3 ; 
ee ee ee 2mg 1,5 mg 1,25 mg 1,0 mg 0,75 mg 
a oh S06 66 6 5 0 6% = me 0 0 0 0 0 
Mischung nach. ...... 60" 90" 110" 130°" 155’ 
Nach 5 Minuten 34 26 24 21 16.4 
a. - 57 465 45.5 42.5 37 
av ae ¢ 79 66,5 675 64.5 57,5 
of i 102 87 87 85 78 
. bB 126 107 106 106 97 
i a a 153 126 126 118 
» 2 - 0 0 0 0 0 
» 24 a 21,5 46 19,5 20 08 
, 26 37 64.5 39 39 1,1 
28 ” 65 83.5 58.5 46 11 
~ w . 85 101 77 48 11 
. 104 oa 0 48.5 
ot an - = —- 17,2 49 - 
a * —- _- 19,2 4 — 
» 38 - oo — 20,2 49 - 
40 be — 20,2 —— —- 
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Aus den Ergebnissen, die bei der Untersuchung der Glykolyse und 
der Atmung gewonnen werden, resultiert die Frage nach der Art, wie 
das Substrat unter der Einwirkung der Zellfermente aufgespalten wird. 
Beziiglich des anaeroben Zerfalls in zwei Milchsiuremolekiile diirfte 
hierbei ein Zweifel kaum bestehen, denn es konnte gezeigt werden, 
daB in der Anoxybiose aus einem Molekiil Zucker zwei Molekiile fixe 
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Abb. 17. 


Siure entstehen, die aus dem Bicarbonat Kohlensiure frei machen. 
Da ein anderes Gas nicht entsteht, ist mit gréBter Wahrscheinlichkeit 
der bereits aus anderen Fillen bekannte Zerfall in Milchsiure an- 
zunehmen. 

Wesentlich komplizierter dagegen ist die aerobe Glykolyse, deren 
Klarung in eindeutiger Weise auf Grund der bisher mitgeteilten Ver- 
suche nicht méglich ist, weil die Girungskohlensiure nicht von der 
Aquivalentkohlensiure getrennt werden kann und weil offenbar bei 
der Aufspaltung des Zuckers mehrere Etappen aufeinander folgen, 
die sich in ihrem Gasstoffwechsel unterscheiden; auf eine anfingliche 
Periode, bei der groBe Siuremengen gebildet werden, die méglicher- 
weise einer Spaltung in zwei Sauremolekiile entsprechen kénnten. 
folgt eine weitere, in der die Kohlensiurebildung dem Sauerstoff- 
verbrauch gleich wird. Weitere Untersuchungen hieriiber, die mit 
Hilfe einer neuen GefaiBform einen tieferen Einblick versprechen, sowie 
Mitteilungen iiber die Bakterienzahlen und deren Verinderungen 
werden in der zweiten Mitteilung folgen. 
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Zusammenfassung. 

Die von Warburg angegebene Methode der gasvolumetrischen 
Untersuchung von Atmung und Glykolyse wird zur Bestimmung des 
Fermentstoffwechsels von B.coli verwandt. Methodisch wird die 
Eichung der GefiBe, die Herstellung der Bakteriensuspensionen, die 
Bestimmung von Wasserstoff und Definition der Stoffwechselquotienten 
besprochen. 

Experimentell wurde festgestellt : 

1. Glykose wird anaerob in zwei Molekiile fixer Saure gespalten. 

2. Die Reaktionsgeschwindigkeit dieser Spaltung ist der Menge 
der anwesenden Bakterien proportional und in gewissen Grenzen von 
der Zuckerkonzentration unabhangig. Der Temperaturkoeffizient ist 
2,2 bis 2,5. Die Reaktion ist zwischen py = 5,5 und 8,0 als optima! 
zu betrachten. 

3. Unter aeroben Bedingungen wird Sauerstoff verbraucht wid 
neben fixer Séure auch freie Kohlensiure gebildet. 

4. Wihrend der Sauerstoffverbrauch der Bakterienmenge pro- 
portional und innerhalb gewisser Grenzen von der Zuckerkonzentration 
unabhingig ist, lassen sich beziiglich der Saéurebildung solche Gesetz- 
maBigkeiten zunichst nicht finden. Der Temperaturkoeffizient der 
Atmung ist 2,2 bis 2,5, bei Pu = 4,03 sistiert die Atmung. 

5. Die anaerob entstandene Milchsiure wird unter aeroben Be- 
dingungen veratmet. Ob dabei eine Resynthese stattfindet, ist auf 
Grund der bisherigen Versuche nicht zu entscheiden. 


Fraulein Lewin hat uns bei der Ausfiihrung der Versuche wert- 
volle Hilfe geleistet. 
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Wirkung von Arzneimitteln und Strahlen auf Hefe. 


Il. Mitteilung: 
Nachweis der Wirkung von Réntgenstrahlen auf Substanzen durch Hefe. 


Von 
Heinrich Zeller. 
(Aus der medizinischen Universitaétsklinik zu Kénigsberg.) 


(Eingegangen am 19. Marz 1926.) 


Uber die chemische Wirkung der Réntgenstrahlen auf organische 
und anorganische Substanzen ist wenig bekannt. Treffen die Strahlen 
auf einen Kérper, der sie absorbiert, dann entsteht eine Temperatur- 
erhéhung, die aber verschwindend klein ist; bei gewissen anderen 
Kérpern entstehen beim Auftreffen Fluoreszenzerscheinungen; eine 
weitere Wirkung iiuBert sich in Form der Ionisation der Gase und einer 
molekularen Dissoziation von Substanzen. Zigentliche chemische 
Vorgiinge spielen sich kaum ab, wenn man die photochemischen Wir- 
kungen nicht hierher rechnen will. Ahnliche nicht rein chemische 
Wirkungen werden bei der Bestrahlung von Jodoform, das in Chloro- 
form gelést ist, beobachtet, was zuerst Hardy und Willcock sahen. 
Auf die Menge des sich abscheidenden Jods griindete Freund sein Jod- 
radiometer. Wird eine Ammoniumoxalat-Sublimatlisung (Hdersche 
Lisung) bestrahlt, so scheidet sich Kalomel ab. Auf dieser Beobachtung 
beruht das Kalomelradiometer von Schwarz, der aus der Starke der 
Triibung durch das sich abscheidende Kalomel die angewandte Strahlen- 
dosis bestimmte. Bessunger beschreibt Versuche mit Bestrahlung ver- 
schiedener Jodpriparate, die dabei eine Substanz abspalten, die Starke- 
kleister bliut. Er hat Jodkali, Jothion und einige Jodester untersucht. 
Er findet ebenfalls eine Jodstarkereaktion, wenn er eine 20 proz. Jodolyt- 
ester - Aceton - Lanepséllésung 4% Stunde auf der Bauchhaut eines 
Kaninchens einreibt, diese Stelle mit 40 X 3mm bestrahlit, die 
bestrahlte Haut exzidiert und dann mit Starkekleister betupft. 

Alle diese Vorginge kénnen sich auch ohne Réntgenbestrahlung 
abspielen, nur viel langsamer, so da$ die Strahlen mehr als Katalysa- 
toren wirken, wodurch der Unterschied zwischen Réntgenstrahlen und 
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ultravioletten am deutlichsten erhellt wird'). Auber dieser photo. 
chemischen Reaktion bewirken die Réntgenstrahlen eine Ausfallung 
von Kolloiden durch Entladung. Ob dabei nicht auch eine Ionen- 
absorption eine Rolle mitspielt, ist nicht sicher entschieden. 

Schon vor lingerer Zeit hatte Schwarz bei der Bestrahlung von 
Hiihnereiern eine Verinderung der Dottersubstanz beobachtet, die er 
auf eine Zersetzung des Lecithins zuriickfiihrte. Werner priifte diesen 
Befund und fand dazu, da8 Lecithin bei direkter Bestrahlung ebenfalls 
zersetzt wird. Er glaubte in einem Abkémmling des Lecithins, dem 
Cholin, die Ursache der Réntgenstrahlenwirkungen auf das Gewebe 
erkannt zu haben. Exner spritzte bestrahltes Lecithin ein und bekam 
dieselben Reaktionen an der Injektionsstelle wie nach einer voraus- 
gegangenen Bestrahlung. Werner stellte sich die Wirkung der be- 
strahlten Substanzen nach Einspritzung in Form einer radiogenen 
Ausstrahlung vor, die mit der photographischen Platte nachgewiesen 
wurde. Ahnliches hat Wermel von bestrahltem Serum nachgewiesen. 
Roffo hat vor kurzem iiber die Wirkung der Réntgenstrahlen auf Chol- 
esterin berichtet: Er findet, daB Cholesterin durch Réntgenbestrahlung 
so verindert werden kann, da durch verschiedene Reaktionen auf 
Cholesterin sein Nachweis nicht mehr gelingt. Ludwig und Hopf haben 
von bestrahiter Nahrung eine ahnliche Wirkung gesehen wie von lang 
andauernder direkter Réntgenbestrahlung. Sie finden, daB die Nahrung 
durch die Bestrahlung derart verindert wird, daB entweder lebens- 
wichtige Stoffe verschwinden oder in toxische Stoffe umgewandelt 
werden. 

Bei der Untersuchung von bestrahlten und unbestrahiten Sub- 
stanzen nach Zusatz zur girenden Hefe stellten sich Unterschiede 
heraus, so daf es nétig war, eine gréBere Reihe von Kérpern  ver- 
schiedenster Art auf dieses Verhalten hin zu priifen. Es wurde wie bei 
der friiheren Untersuchung die bei der Girtatigkeit entstehende Kohlen- 
siuremenge bestimmt. Die Methode war die gleiche. Die Gesamtmenge 
Hefe, Zucker und Wasser wurden meist der zweistiindigen Girung iiber- 
lassen und dann unter fortwihrendem Umriihren genau gleich aui 
sieben Flaschen verteilt. Die entstehende Kohlensiure wurde in 
Zylindern iiber gesittigter Kochsalzlésung aufgefangen. Bei der grofen 
Anzahl von Versuchen benutzte ich 21 Zylinder, um méglichst viel 
Versuche gleichzeitig machen zu kénnen, von diesen hatten 14 die 
Zuleitung des Gases mittels eines Steigrohres, genau wie in den friiher 
beschriebenen Versuchen, wahrend die sieben anderen das Gas von 
oben zugeleitet bekamen. Mittels eines Dreiwegehahns, der am oberen 
Ende des Zylinders sich befand, war es méglich, alle sieben Zylinder 


1) Holthusen, Lehrb. d. Strahlentherap, 1, 812. 
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mit der Wasserstrahlpumpe zwecks Fiillung zu verbinden. Dadurch 
ging die Wiederfiillung bedeutend leichter vonstatten, auch war es 
méglich, absolute Kohlensiurewerte zu bekommen, da wihrend der 
Fiillung die Girflaschen geschlossen waren. Um aber Fehler zu ver- 
meiden, muBten die Flaschen méglichst keinen Gasraum haben; die 
Gefahr des dadurch auftretenden Uberschiumens der Girfliissigkeit 
wurde durch Zusatz eines Tropfens Vaselin-Paraffinéls verhindert. 
Trotzdem muBte an der Skala eine kleine Korrektur angebracht werden, 
von etwa lcem, da nach Einstrémen von Gas in den Zylinder ein 
gréBerer Gasraum entsteht, der unter verschiedenen Drucken steht. 
Steht das Gas bei Marke 50, so betragt das Gesamtgasvolumen mit 
EinschluB von 25cem totem Raum 75 ccm, der Druck der Kochsalz- 
siule ist auf die Halfte gefallen, woraus eine Ausdehnung von 1', cem 
resultiert, was an der Skala in Abzug zu bringen ist. 

Die Bestrahlung wurde mit einem Symmetrieapparat vorgenommen, 
der Abstand betrug 23cm vom Fokus der Coolidgeréhre. Bestrahit 
wurde ohne Filter bei 2,5 Milliamp., 110 Spannungshartemesser, 
153,75 Kilovolt und 0,08 A.-E.. Die GefaiBe, in denen die Bestrahlung 
ausgefiihrt wurde, waren meist breite Reagenzgliser, teils Praparaten- 
glischen von 5cm Durchmesser, bei gréBeren Versuchsmengen ent- 
sprechend gréBere GefiBe. Die Bestrahlung der Priparatenglaser 
fand von oben bei geéffnetem Glase statt. 


Bestrahlung von Kochsalz und Jodkali. 


70g Hefe, 250g Zucker, 6400 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 erhalt 30cem lproz. Kochsalzlésung; Flasche 3 erhalt 30 ccm 
lproz. Kochsalzlésung, die vorher eine halbe Stunde bestrahlt wurde. 
Flasche 4 erhalt dasselbe, nur wurde 1 Stunde bestrahlt. Flasche 5 erhalt 
30 cem 1 proz. Jodkalilésung. Flasche 6 erhalt die gleiche Menge, die zuvor 
aber eine halbe Stunde bestrahlt wurde, Flasche 7 erhalt die gleiche Menge, 
die Bestrahlung dauerte aber 1 Stunde. Temperatur des Wasserbades 22°. 





Zeit Kom NaCl NaCl.1X NaCl.1X KJ KJ.,X  KJ.IX 
12h45 bis 55’ 45 32 32 32 35 35 35 
1 07’ 70 56 53 48 60 4 48 
1 19 bis 28 90 9] 86 78 92 87 | 86 
1 38 90 90 84 83 90 87 88 
1 48 90 92 86 83 91 90 85 
1 58 90 90 90 88 ts | 88 93 
2 o8 90 89 85 90 90 90 90 
2 18 90 87 89 91 95 93 90 
2 28 90 87 89 87 95 9] 87 
3 15 bis 25 90 90 88 90 92 90 90 
3 35 90 9] 90 90 91 91 90 
5 45 bis 47 90 92 91 89 92 91 91 
800 . 14 90 91 92 9 | 92 90 91 
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Es sollte der Einflu8 der Réntgenstrahlen auf eine Salzlésung von 
geringer Konzentration untersucht werden, um méglichst den Einflu8 de: 
Salzes auf die Hefe auszuschlieBen. Der Versuch zeigt eine Hemmung de: 
Hefe durch die Salze zu Beginn des Versuchs; doch erholt sich die Hefe 
rasch. Es ist méglich, daB die Hemmung durch die bestrahlten Salze gréBer 
ist als durch die unbestrahlten, doch verlaufen die Zahlen nicht regelmaBig. 
Zu Beginn haben die mit Salzlésung beschickten Flaschen alle gleiche 
Mengen Kohlensiure (32 und 35ccm). Bei der Erholung bleiben die be- 
strahlten etwas zuriick, erholen sich im ganzen nicht so rasch wie die un- 
bestrahlten. Es scheint auch die Linge der Bestrahlung von Einflu8 zu 
sein: die 1 Stunde bestrahlten brauchen zur Erholung etwas linger. Im 
weiteren Verlauf sind die gebildeten Kohlensiuremengen bei allen Flaschen 
ungefahr gleich, so daB sich weder ein Einflu8 der Réntgenstrahlen noch 
der Salze bemerkbar macht. Nur ist das geringe Zuriickbleiben der réntgen- 
bestrahlten Salze gegen die unbestrahlten zu beachten. Eine Verfarbung 
des Jodkalis in dieser Dosis nach der Bestrahlung war nicht zu beobachten. 


Versuch mit Kaliumdichromat, Natriumjodid und Magnesiumsuljat. 


lg Kaliumdichromat, 10g Jodnatrium, 10g Magnesiumsulfat werden 
in je 100 cem Wasser gelést, die Halfte davon wird je 90 Minuten bestrahit. 
Inzwischen werden 70 g Hefe, 250 g Zucker, 6300 g Wasser der Garung iiber- 
lassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, Flasche 2 
erhalt 0,5 g@ Kaliumdichromat, Flasche 3 erhalt 0,5 g Kaliumdichromat, 
das bestrahlt wurde, Flasche 4 erhélt 5g Jodnatrium, Flasche 5 erhiilt 
5 g bestrahltes Jodnatrium, Flasche 6 erhalt 5 g Magnesiumsulfat, Flasche 7 
erhalt 5g bestrahltes Magnesiumsulfat. Temperatur 20°, 





Zeit —— | Chromat | Chrom . X NaJ NaJ.X | MgSO, | MgSO,.X 
1400 bis 10’ 45 20 15 15 15 12 20 
1 16’ 60 30 30 22 25 5 | 30 
1 46 90 70 88 70 72 80 | 75 
2 04 90 75 90 90 80 99 90 
2 23 90 70 80 95 85 100 90 
2 38 90 65 72 95 7 99 90 
2 58 90 63 70 100 95 104 100 
317 90 60 65 100 95 103 98 
3 36 90 52 58 90 90 100 92 
3 56 90 53 58 95 95 100 100 
4 28 bis 48 90 44 45 90 90 92 94 
5 08 90 43 46 88 90 93 94 
6 27 bis 47 90 33 33 86 91 91 90 
7 08 90 33 33 87 87 93 92 
8 00 bis 23 90 33 33 88 90 93 93 
900 , 25 90 22 22 80 81 90 90 

am anderen Morgen: 
8h16'bis 9b03’ 90 5 4 80 85 ¢ 90 
9 50 90 3 3 82 85 90 92 
10 36 90 | 2 2 88 90 90 95 
11 30 90 | 2 2 81 86 92 4 


Das Kaliumdichromat weist gegeniiber der Kontrolle ein Zuriickbleiben 
wahrend des ganzen Versuchs auf; ist die anfaingliche Hemmung zum Teil 
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iiberwunden, so tritt spater eine fortschreitende Hemmung auf, die beinahe 
bis zu Null fiihrt. Dieses Verhalten beruht auf einer eigentlichen Ver- 
giftung durch das Kaliumdichromat, was schon in der friiheren Mitteilung 
hervorgehoben wurde. Auffallend ist hier, daB das bestrahite Kalium- 
dichromat langere Zeit hdhere Kohlensaéurewerte zeigt als das unbestrahlte. 
Die Unterschiede kénnen bis 17 Proz. betragen. Eine Veranderung der 
Farbe wahrend der Bestrahlung wurde nicht beobachtet. 


Das bestrahlte Natriumjodid wies eine deutliche Gelbfarbung auf, 
eine eigentliche Starkereaktion war nicht nachweisbar, es bildete sich bei 
Zusatz von Stirkekleister ein brauner Niederschlag. Wie sonst die Salze, 
weist das Jodnatrium in seiner Wirkung auf die Hefe erst eine Hemmung 
auf, die spater in eine Steigerung tibergeht. Das bestrahlte Jodnatrium 
geht zu Beginn gegen das unbestrahlte etwas voraus, doch bald bleibt es 
fiir lange Zeit bis 10 Proz. zuriick, erst von der Mitte des Versuchs an zeigen 
beide die gleichen Werte. 

Das Magnesiumsulfat zeigt das friiher beschriebene Verhalten. In 
bezug auf die Bestrahlung schwanken die einzelnen Werte, so daB eine 
besondere Wirkung nicht zu konstatieren ist. 


Ergebnis: Bestrahltes Kaliumdichromat wirkt weniger hemmend. 
Bestrahltes Jodnatrium wirkt einige Zeit hemmend. 
Bestrahltes Magnesiumsulfat zeigt keine besondere Wirkung. 


Versuch mit Kupfersuljat, Bromkali, Bromammonium. 


20¢ Kupfersulfat, 10g Bromkali,, 10g Bromammonium werden in je 
100 cem Wasser aufgelést; davon wird je die Halfte einer Bestrahlung von 
#) Minuten unterworfen. Inzwischen werden 70g Hefe, 250g Zucker, 
6300 ¢ Wasser der Garung 2 Stunden lang ausgesetzt und auf sieben Flaschen 
verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, Flasche 2 erhalt 10 mg Kupfersulfat, 
Flasche 3 erhalt 10 mg bestrahltes Kupfersulfat, Flasche 4 erhalt 5 g Brom- 
kali, Flasche 5 erhalt 5g bestrahltes Bromkali, Flasche 6 erhalt 5 g¢ Brom- 
ammonium, Flasche 7 erhalt 5g bestrahltes Bromammonium. 
Temperatur 20°. 





Zeit Kon CuSO, CuSO,.X KBr | KBr.X  NH,Br NH,Br.X 
12h00 bis 36’ 30 17 17 20 25 23 12 
12 51’ 60 28 28 42 57 60 31 

1 02 90 40 40 70 90 99 56 
1 34 90 45 54 78 87 108 84 
1 53 90 50 63 95 95 120 100 
213 90 55 60 95 95 115 100 
2 31 90 56 62 100 95 108 103 
4 55’bis 5h14’ 90 74 78 100 100 110 106 
6 00 , 20’ 90 77 79 97 97 100 6 
800 . 23 90 79 81 99 99 103 101 
am anderen Morgen: 
9b30'bis10b21' 90 92 92 96 96 96 93 
11 10 9 9] 92 100 100 99 OR 


1 00 bis 56’ 90 89 88 100 100 98 97 
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Kupfersulfat weist nach der Bestrahlung eine kleine Farbenniiance 
nach Griin auf. Die hohe Dosis Kupfersulfat hemmt die Hefe ziemlic), 
stark, nach kurzer Zeit zeigt das bestrahlte einen Vorsprung im Héchstfa|] 
bis 20 Proz., den es einige Zeit beibehalt. 

Das Bromkali zeigt die Salzwirkuny auf Hefe, erst Hemmung, dann 
Steigerung; zu Beginn weist das bestrahlte eine ahnliche Wirkung auf wie 
das Kochsalz und das Jodkali im ersten Versuch, eine kleine voriiber- 
gehende Steigerung. Das Bromammonium hat eine bedeutend héhere 
Steigerung aufzuweisen als das Bromkali, was vom Stickstoffgehalt her. 
riihrt. Das bestrahlte Bromammonium bleibt anfangs bis 50 Proz. gegen 
das unbestrahlte zuriick, Jangsam erholt es sich, doch erreicht es nie die 
Hohe des letzteren. Die Ursache dieses Verhaltens liegt wahrscheinlich in 
einer Umwandlung der N H,-Gruppe. 

Ergebnis. Bestrahltes Kupfersulfat erhéht voriibergehend. Bestrahites 
Bromkali zeigt eine kleine voriibergehende Steigerung. Bestrahltes Brom. 
ammonium bleibt stark zuriick. 














Versuch mit unbestrahltem und bestrahliem Ammoniumphosphat, 
Cyankali und Rhodankali. 


80 g¢ Hefe, 250g Zucker, 6400 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 ist Kontrolle, 
Flasche 2 erhaélt 50 cem einer 10proz. Ammoniumphosphatlésung, Flasche 3 
erhalt dieselbe Menge, die vorher 1 Stunde bestrahlt wurde; Flasche 4 
erhalt 50 cem einer 2proz. Cyankalilésung; Flasche 5 erhalt dieselbe Menge, 
die vorher 1 Stunde bestrahlt wurde; Flasche 6 erhalt 50 cem einer 5proz. 
Rhodankalilésung; Flasche 7 erhalt die gleiche Menge, die vorher 1 Stunde 
bestrahlt wurde. Temperatur des Wasserbades 25°. 





Zeit Kile \Dhocbhet’ sheegmuex, KCN |KCN.X KCNS | KCNS.X 
12h01 bis 15’ 45 106 57 80 59 29 31 
12 25’ 45 106 66 73 55 28 31 
12 34 45 104 70 71 57 30 35 
12 41 45 98 72 70 60 3 38 
12 47 bis 53 45 92 75 70 64 34 41 
12 59 45 90 76 70 65 40 42 

1 05 45 86 74 70 65 44 45 
1 30 bis 35 45 80 72 68 64 47 45 
1 41 45 80 73 68 64 47 45 
1 46 45 73 70 66 47 45 
1 52 45 7: 70 66 47 45 
2 52 bis 57 45 75 70 70 67 48 46 
3 02 45 75 68 69 67 49 47 
4 20 bis 25 45 68 65 64 62 52 48 
4 30 45 68 66 63 63 51 48 


Die Triebkraft der Hefe hat noch nicht ihren Héhepunkt erreicht, zu 
Beginn waren 45 ccm Kohlenséure in 14 Minuten erzeugt, spater in 7 Mi: 
nuten und bei der optimalen Leistung in 5 Minuten. Das unbestrahlte 
Ammoniumphosphat erzeugt zu Beginn 130 Proz. mehr Kohlensaure als 
die Norm, spiéter auf der Héhe der Garung durchschnittlich 80 Proz., so 
daB die Anfangssteigerung als Steigerung der Triebkraft aufzufassen ist. 
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Gegen SchluB wird die Wirkung kleiner, was auf einen relativen Zucker. 
mangel zuriickzufiihren ist. Das bestrahlte Ammoniumphosphat weist 
keine Steigerung der Triebkraft auf, hat nur eine dauernde Uborproduktion 
an Kohlenséure von durchschnittlich 60 Proz., also weniger als das un- 
bestrahlte, so daB sowohl die Steigerung der Triebkraft als auch die dauernde 
Steigerung der Girkraft gelitten haben. Beim Cyankali bestehen ahnliche 
Verhaltnisse, nur ist der Ausschlag nicht so groB wie beim Ammonium- 
phosphat. Die durchschnittliche dauernde Steigerung beim unbestrahlten 
Cyankali betragt 55 Proz., beim bestrahlten 45 Proz., so daB diese Funktion 
durch die Bestrahlung vermindert wurde. Eine kleine Steigerung der 
Triebkraft durch das unbestrahlte ist vorhanden, beim bestrahlten ist sie 
nicht vorhanden, sogar ist die Steigerung der Gartiatigkeit, genau wie beim 
Ammoniumphosphat, zu Beginn verringert. Im Lauf des Versuchs bleibt bis 
gegen Ende das bestrahlte Cyankali gegen das unbestrahlte immer etwas 
zurick. Das Rhodankali hemmt zu Beginn, es zeigt auch in anderen Kon- 
zentrationen keine Wirkung auf die Triebkraft. Langsam wird die Hemmung 
schwicher und geht bis 10 Proz. iiber die Norm, was andere Verdiinnungen 
ebenfalls bewirken. Es ist auffallend, daB in der Zeit der Hemmung das 
bestrahlte besser arbeitet, in der Zeit der Steigerung das unbestrahlte. 

Ergebnis. Bestrahltes phosphorsaures Ammonium bleibt in der Wirkung 
auf die Triebkraft bis 45 Proz. zuriick, in bezug auf die Garkraft bis 10 Proz. 
Die Ursache wird wohl ahnlich wie beim Bromammonium liegen. 

Bestrahltes Cyankalium bleibt in bezug auf Trieb- und Garkraft eben- 
falls zuriick, ohne aber so hohe Werte wie das phosphorsaure Ammonium 
zu erreichen. 

Bestrahltes Rhodankali zeigt bis auf einige kleine Abweichungen 
dasselbe Verhalten wie das unbestrahlte. 


Versuch mit Kaliumpermanganat, Natriumlactat, Natriumsalicylat. 


70 ¢ Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche | wird Kontrolle; 
Flasche 2 erhaélt %mg Kaliumpermanganat, gelést in 25ccem Wasser; 
Flasche 3 erhalt dasselbe nur 90 Minuten bestrahlt; Flasche 4 0,5 g Natrium- 
lactat, gelést in 25 ccm Wasser; Flasche 5 erhalt dasselbe, nur zuvor 90 Mi- 
nuten bestrahlt; Flasche 6 erhalt 0,5 g Natriumsalicylat, gelést in 25 ccm 
Wasser; Flasche 7 erhalt dasselbe, nur zuvor 90 Minuten bestrahlt. 
Temperatur 26°. 





Zeit jon KMnO, |KMnO,.X Lactat Lactat.X Salicylat Salicylat. X 
12400 bis 36’ 90 44 26 110 116 10 20 
12 45’ 90 43 32 120 124 12 18 

1 06 bis 15 90 87 78 117 120 8 25 
147 , 58 90 100 90 115 120 15 35 
2 09 90 108 98 114 112 20 40 
2 20 90 108 99 112 113 20 39 
2 31 90 105 99 116 116 20 40 
2 42 90 105 98 115 115 22 39 
2 53 90 104 96 110 109 18 40 
3 04 90 104 97 105 105 19 42 
31 90 105 99 106 105 19 44 
3 27 90 105 98 105 105 21 45 
3 38 90 105 99 102 105 20 45 
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Zeit Kom KMnO, KMn0,.X Lactat | Lactat.X  Salicylat  Salicyl . X 
4640 bis 52’ 90 102 99 103 103 21 46 
5 04 90 105 99 103 102 22 46 
5 16 90 102 96 99 99 23 48 
6 42 bis 55 90 96 94 93 95 23 50 
8 40 . 54 90 95 95 90 90 30 63 
9 08 90 9% 90 90 30 64 
am anderen Tage: 
90 90 90 81 81 60 116 


Das bestrahlte Kaliumpermanganat wies einen ziegelroten Ton gegen- 
iiber dem violettroten des unbestrahlten auf. Beim Zusatz zur Hefe ent- 
farben sich beide sofort. Beide zeigen nach anfanglicher Hemmung eine 
Steigerung iiber die Norm. Doch bleibt das bestrahlte deutlich zuriick, 
im Durchschnitt 10 Proz. Beide Natriumlactate zeigen keinen Unterschied, 
nach einer lang anhaltenden Steigerung gehen beide langsam zuriick. 
Das salicylsaure Natron wurde in einer stark hemmenden Konzentration 
angewandt, nur langsam tritt die Erholung ein. Von Anfang an zeigt cas 
bestrahlte eine Steigerung von etwa 100 Proz. gegeniiber dem unbestrahlten. 


Ergebnis. Bestrahltes Kaliumpermanganat hemmt. Bestrahltes milch- 
saures Natrium zeigt keine Wirkung. Bestrahltes salicylsaures Natrium 
arbeitet bedeutend besser. 


Versuch mit Ferrocyankalium, Natrium nucleinicum und Thiosinamin. 


35 ¢ Hefe,’ 250 ¢ Zucker, 6390 ¢ Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; 
Flasche 2 erhélt 2,5g Ferrocyankalium; Flasche 3 erhalt 2,5g vorher 
90 Minuten bestrahltes Ferrocyankalium; Flasche 4 erhalt 2,5 g Natrium 
nucleinicum; Flasche 5 erhalt dieselbe Menge, die vorher 90 Minuten be- 


strahlt war; Flasche 6 erhalt 0,5 g¢ Thiosinamin; Flasche 7 erhalt diese!!» 
Menge, die 90 Minuten vorher bestrahlt war. Temperatur 20°. 





Kons Ferrocyans Ferrocyan- Nuclein | Nuciein .X Thiosins | Thiosin 


Zeit trolle kalium kalium . X amin amin. X 
12h00 bis 20’ 2 7 20 ee 17 | 2 
12 40’ 5 15 35 75 70 31 35 

1 26 20 56 90 200 | 180 70 | 8 
2 10 50 74 124 290 | 260 94 | 112 
2 41 50 55 91 185 | 176 7% 8 #| «#93 
3 20 50 55 78 140 | 146 80 90 
3 45 50 55 76 115 | 106 80 | 
4 10 50 55 75 100 | 93 67 | 72 
4 35 50 50 75 93 90 a | 7 
4 58 50 60 70 84 81 59 |CtC«O6!I 
5 20 bis 45 50 60 73 s2 | 80 57 | #58 
6 07 50 61 74 s2 | 79 56 | O56 
7 00 bis 27 50 60 72 79 76 56 57 
7 54 50 60 ee 75 56 58 
8 20 50 59 72 80 73 56 58 
8 45 50 60 3s | @ 73 56 56 
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Zeit Kons Ferrocyans Ferrocyan- Nuclein Nuclein.X Thiosine Thiosin- 


trolle kalum kalium. X amin amin. X 


am anderen Morgen: 


10b40’bis1 1515") 50 53 56 45 45 55 56 
1l 50 52 | 57 45 45 55 56 
12 30 50 53. | 58 45 45 55 56 


Ferrocyankalium steigert die Triebkraft der Hefe, das bestrahite 
bedeutend mehr als das unbestrahlte; auch die Garkraft der Hefe wird 
gesteigert, vom ersteren um 45 Proz., vom letzteren um 20 Proz. Das 
nucleinsaure Natrium steigert in dieser Konzentration die Triebkraft der 
Hefe stark, aber auch die Garkraft. Das bestrahlte steigert beide etwas 
weniger. Beim Thiosinamin ist eine Steigerung der Trieb- und Giarkraft 
vorhanden, die beim bestrahlten gréBer ist. 


Ergebnis. Ferrocyankalium steigert nach Bestrahlung. Nucleinsaures 
Natron Merck hemmt etwas nach Bestrahlung. Thiosinamin steigert nach 
Bestrahlung. 


Versuch mit Cholin, Natrium glycerino-phosphoricum und Hexamethylen- 
tetramin. 


Es werden 0,8 g Cholin, 16 g Natr. glyc. phosphoricum, 8 g Hexamethylen- 
tetramin je in 80 cem Wasser gelést. Die Halfte davon wird je 40 Minuten 
bestrahlt. Inzwischen werden 70g Hefe, 250g Zucker, 6300 g Wasser der 
Garung iiberlassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kon- 
trolle; Flasche 2 erhalt 0,4g Cholin; Flasche 3 0,4¢ bestrahltes Cholin; 
Flasche 4 erhalt 8g glycerinphosphorsaures Natrium; Flasche 5 erhalt 
die bestrahlte Halfte; Flasche 6 erhailt 4g Hexamethylentetramin; 
Flasche 7 erhalt 4g bestrahltes Hexamethylentetramin. Temperatur 20°. 





Zeit jem | Cholin | Cholin. X | Glyc.-Phos. ivesste Hexameth. a. 
12h30'bis1 08’ 30 15 ll 2 7 6 7 
1 2 60 41 28 4 2 8 24 
1 49 90 79 65 9 12 50 66 
2 11 90 90 77 32 30 72 90 
2 31 90 95 87 48 50 90 106 
2 51 90 96 90 64 65 103 112 
3 10 90 96 93 75 78 110 110 
3 30 90 96 94 85 85 115 116 
3 50 90 97 94 96 90 118 120 
410 90 98 95 98 96 117 120 
4 30 90 95 93 100 95 124 119 
450 90 93 92 98 95 120 116 
5 25 bis 45’ 90 92 96 100 93 120 116 
6 05 90 93 96 100 94 124 120 
7 Ol bis 21 90 90 92 106 106 130 126 
7 41 90 93 95 106 107 130 125 
8 47bis 9h10’ 90 90 91 98 102 125 122 
am anderen Tage: 
9h06 bis 43’ 90 86 90 88 88 110 120 


Biochemisehe Zeitschrift Band 172. 8 
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Beim Cholin tritt eine Hemmung auf mit nachfolgender Steigerun, 
Das bestrahlte Cholin bleibt in der Wirkung bis zur Mitte des Versuch. 
zuriick. Das glycerin-phosphorsaure Natrium hemmt zu Beginn, bewirk: 
spiter eine Steigerung. Ein Einflu®8 der Bestrahlung ist nicht nachzuweise 
Das Hexamethylentetramin weist zu Beginn eine Hemmung mit nac})- 
folgender hoher dauernder Steigerung auf. Anfangs arbeitet das bestrah|te 
besser, spiter arbeiten beide gleich. 

Ergebnis. Bestrahltes Cholin bleibt zu Beginn etwas zuriick. Be. 
strahltes Natrium glycerino-phosphoricum arbeitet ohne Veranderung 
Bestrahltes Hexamethylentetramin steigert etwas zu Beginn. 


Wirkung von bestrahltem und unbestrahltem nucleinsauren und harnsaure) 
Natrium. 


125g Hefe, 350g Zucker, 5600 g¢ Wasser werden 2 Stunden der Garuny 
iiberlassen und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; 
Flaschen 2, 3, 4 erhalten je 2,5g Natrium nucleinicum, gelést in 200g Wasser; 
Flaschen 5, 6, 7 erhalten 0,5g in 200cem Wasser aufgeschwemmtes Natrium.- 
urat. Das nucleinsaure Natrium von Flasche 3 und das harnsaure Natriwmn 
von Flasche 6 werden vor dem Zusatz je 30 Minuten bestrahlt. Der Zusatz 
erfolgt bei allen Flaschen gleichzeitig. Dann werden Flasche 4 und 7 mit 
den Salzen zusammen je 30 Minuten bestrahlt. Temperatur 25°. 





Zeit Kons 2,5 Nuclein Nuclein.X Nucl. H.X 0,5 Urat. |Urat .X_ Urat Hi. \ 
11553 bis 58’ 75 90 90 90 75 88 102 
12 03" 75 87 90 90 75 | 82 95 
12 08 75 83, 90 76 | 78 85 
12 13° 75 8 + 90 990 76 «| «77 85 
12 17 75 85 92 92 76 76 88 
12 22 75 85 90 90 7 6 C74 80 
12 26 75 85 92 92 73 74 78 
12 31 75 86 93 92 74 | 74 = 778 
12 35 75 88 95 94 74 74 79 
12 40 75 88 95 93 73 =| #74 76 
12 44 75 87 95 93 73 | 3% 76 
12 49 75 88 93 92 73 73 75 
12 S4bis59 75 88 93 93 1% | 73 73 

1 03 75 88 92 91 72 | 1% 75 
1 07 75 86 92 90 7 75 75 
1 54bis59 7 S4 89 98 75 | 75 76 
201, 06 75 84 90 92 76 076 80 
2 10 75 85 90 93 77 80 89 
2 15 75 85 90 93 7780 85 
2 20 75 88 91 90 78079 88 
2 33 bis 38 75 86 90 90 79 80 85 
2 43 75 87 90 91 77 81 86 
5 13 bis 18 75 80 85 90 77 79 83 
5 23 75 80 85 88 75 77 84 


Im Gegensatz zu bisher wurden die entsprechenden Salze nicht nur 
bestrahIt und dann der Hefe zugefiigt, sondern in einem dritten Versuc! 
wurde die Hefe zusammen mit dem Salz bestrahIt. Das nucleinsaure Natrium 
dieses Versuches stammt aus der Thymus und zeigt ein anderes Verhalten 
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als das friihere. Dieses hier weist eine Steigerung von etwa 15 Proz. auf. 
Der Versuch ergibt, da8 es gleichgiiltig ist, ob mit oder ohne Hefe bestrahlt 
wurde, beidemal ergibt sich eine Steigerung von etwa 22 Proz., also 7 Proz. 
mehr als ohne Bestrahlung. Bei der friiheren Nucleinséure ist eine hohe 
Steigerung der Triebkraft vorhanden, eine geringe Hemmung bei der 
Garkraft der unbestrahlten. Hier dagegen wird durch die Bestrahlung eine 
Steigerung erzielt. Verschiedene weitere Kontrollen ergaben dasselhe 
Resultat. 

Etwas anders liegen die Verhaltnisse beim Natriumurat. Wird das 
Urat bestrahlt ohne Hefe, so zeigt sich kein Unterschied gegen das unbe- 
strahlte, das selbst ohne Wirkung auf die Hefegirung ist. Nur zu Beginn 
zeigt das bestrahlte eine kleine voriibergehende Steigerung. Anders verhalt 
sich das Natriumurat, das mit Hefe zusammen bestrahlt wurde. Es weist 
zu Beginn eine ziemlich hohe Steigerung auf, die schnell zuriickgeht, aber 
doch eine durchschnittliche Erhéhung von 7 Proz. bedingt. Auf die Senkung, 
die alle drei mit Natriumurat versetzten Hefen in der Mitte des Versuchs 
zeigen, méchte ich hinweisen, da sie eine besondere Wirkung der Harnséure 
auf die Hefe ist. 


Ergebnis. Nucleinsaures Natrium aus der Thymus zeigt ein anderes 
Verhalten als das nucleinsaure Natrium Merck. Dieses steigert mehr als 
ersteres, nach Bestrahlung hemmt das Natrium nucleinicum Merck etwas, 
wahrend das hier verwandte steigert. Ob die Bestrahlung mit oder ohne 
Hefe vorgenommen wurde, andert am Versuchsergebnis nichts. 

Das Natriumurat selbst hat keine deutliche Wirkung auf die Hefe, 
auch nach Bestrahlung zeigt sich keine. Anders ist es, wenn das Urat mit 
Hefe zusammen bestrahlt wurde, dann findet sich eine maéBige Steigerung. 


' 
Versuch mit Lecithin, Ndtriumnucleat, Thyreoidinextrakt. 


70g Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Giérung 
iiberlassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; 
Flasche 2 erhalt 0,1 g Lecithin, gelést in 1 ccem Spiritus; Flasche 3 erhalt 
dasselbe, aber zuvor 90 Minuten bestrahlt; Flasche 4 erhalt 0,5 g¢ nuclein- 
saures Natrium, gelést in 25ccm Wasser; Flasche 5 erhalt dasselbe, nur 
zuvor 90 Minuten bestrahlt; Flasche 6 erhalt 0.5g¢ Thyreoidin, aufge- 
schwemmt in 25cem Wasser, davon Extrakt; Flasche 7 erhalt dasselbe, 
nur zuvor 90 Minuten bestrahlt. Temperatur 25°. 





Zeit hm a Lecithin) Lecithin. X | Nuclein | Nuclein. X Thyreoidin | Thyr.. X 
| | 
12h15 bis 36’ 90 76 90 44 CO 46 107 86 
12 45’ 90 73 79 45 | 42 135 105 
1 06 bis 15 90 | 90 90 90 86 133 120 
147 , 58 90 94 95 103 94 100 95 
2 09 90 95 97 104 | 94 106 98 
2 20 90 98 100 107_—| 98 110 100 
2 31 90 102 102 117 105 112 102 
2 42 90 99 100 114 104 111 104 
2 53 90 100 100 112 102 105 101 
3 04 90 99 100 112 99 105 99 
3 15 90 99 99 112 99 107 100 
3 27 90 101 100 lll 104 108 99 
3 38 90 103 101 114 105 =| —s«d108 100 

















116 H. Zeller: 





Zeit a Lecithin Lecithin. X Nuclein Nuclein.X Thyreoidin | Thyr.. X 
4h40 bis 52’ 90 103 101 116 106 108 102 
5 04’ 90 100 100 116 108 105 101 
5 16 90 99 99 lll 105 105 96 
6 42 bis 55 a0 95 95 96 90 100 93 
8 40 , 54 90 96 97 93 90 95 90 
9 08 90 96 96 95 90 90 90 


Das Lecithin weist eine kleine Hemmung auf zu Beginn, spater steigert 
es die Kohlenséureentwicklung der Hefe, das bestrahlte Lecithin zeigt in 
dieser Konzentration keine besondere Wirkung. Hier wurde noch einma! 
das nucleinsaure Natrium verwandt, nur in geringerer Konzentration. Es 
ist dasselbe Mercksche Priparat. Die Steigerung betriigt ungefahr 22 Proz. 
Die Triebkraft kommt hier nicht zum Vorschein, da die Hefe schon optima! 
arbeitet. Thyreoidin zeigt eine ziemliche Steigerung, das bestrahlte bleibt 
zuriick. 

Ergebnis. Lecithin steigert in dieser Konzentration bei Bestrahlung 
nicht. Nucleinsaures Natrium zeigt nach Bestrahlung eine Hemmung, 
ebenfalls Thyreoidin. 











Wirkung von bestrahltem und unbestrahltem Cholesterin und Natriumlactat. 


125g Hefe, 350g Zucker werden der zweistiindigen Géarung iiberlassen, 
dann in sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle. Flasche 2, 3, 4 
erhalten je 0,5 g Cholesterin, das in 10 cem Ather aufgelést ist. Flasche 5, 
6, 7 erhalten je 5g Natriumlactat. Das Cholesterin von Flasche 3 und das 
Natriumlactat von Flasche 6 werden je in 20cem Ather bzw. Wasser in 
geschlossener Petrischale ohne Filter je 30 Minuten bestrahlt. Flasche 4 
und 7 werden erst nach Zusatz der Substanzen bestrahlt. Um jede Un- 
gleichheit auszuschalten, werden alle Flaschen gleichzeitig mit den Lésungen 
versetzt, vom Ather abgesaugt und bei Zimmertemperatur gehalten, bis die 
Flaschen 6 und 7 bestrahlt sind. Wéahrend der je halbstiindigen Be 
strahlung wird alle 10 Minuten umschichtig gewechselt. 





: - 5 5 | 5 
= troll wea chol’ x | chot .x| Lactt | Lactet. X “Lact. AL. 

11450 bis 57’ 90 58 70 65 94 95 95 
12 04’ 90 61 72 66 94 96 95 
12 11 90 63 75 70 96 100 98 
12 17 90 64 76 77 97 100——t—sé«éd2000 
12 24 90 62 75 72 98 100 =| «100 
12 30 90 61 74 71 96 98 100 
12 36 bis 43 90 64 75 72 97 97 OC 99 
12 50 90 64 77 7 100 100 —=——s«d2000 ‘ 
12 56 90 64 78 74 99 100 100 ‘ 
1 02 90 61 76 72 99 99 99 : 
1 48 bis 54 90 71 84 82 100 100 100 

1 59 90 69 82 80 100 100 100 

2 04 90 70 84 81 » 102 102 102 

3 34 bis 39 90 81 90 90 103 102 103 

3 45 90 80 90 88 103 105 103 

4 23 bis 28 90 | 82 92 91 98 100 98 

4 33 90 82 93 93 100 102 100 
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Cholesterin und Natriumlactat wurden mit und ohne Hefe bestrahit. 
In der hier verwandten Konzentration hemmt Chloesterin die Géarung, 
erholt sich aber langsam. Trotz der kurzen Bestrahlungsdauer sind Wir- 
kungen am Cholesterin nachzuweisen. Das bestrahlte hemmt 15 Proz. 
weniger als das unbestrahlte. Wird das Cholesterin mit Hefe zusammen be- 
strahlt, so andert das nichts am Resultat, diese bleibt um einen Grad in der 
Wirkung zuriick. Beim Lactat zeigen alle drei Flaschen dasselbe Ergebnis, 
eine Steigerung gegen die Norm um etwa 11 Proz. Von einer Anderung 
durch Bestrahlung ist nichts nachzuweisen, 


Versuch mit Silbernitrat, Cholesterin und Lecithin. 


70 ¢@ Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen und dann auf sieben Flaschen gefiillt. Flasche 1 wird Kontrolle; 
Flasche 2 erhalt 3mg in 30ccm Wasser geléstes Silbernitrat; Flasche 3 
erhalt dasselbe, nachdem es zuvor 90 Minuten bestrahlt war; Flasche 4 
erhalt 0,1 g¢ Cholesterin, gelést in 3cem Ather; Flasche 5 erhait dasselbe, 
nachdem es zuvor 90 Minuten bestrah]t war; Flasche 6 erhalt 0,3 ¢ Lecithin, 
gelést in 3cem Spiritus; Flasche 7 erhalt dasselbe, nachdem es zuvor 
90 Minuten bestrahlt war. Temperatur 20°. 





Zeit a Ag Ag.X |Cholestrin, Chol..X | Lecithin | Lecithin .X 

12b30' bis 1h20’ 10 20 20 35 40 16 14 
1 36 30 55 60 80 80 50 45 
2 00 60 78 86 85 so 80 70 
2 15 60 70 75 95 7 72 63 
2 30 60 72 75 72 68 72 60 
2 4 60 70 70 68 62 70 56 
2 56 60 70 68 65 63 68 56 
3 09 60 69 69 68 64 7 58 
3 .22 60 68 69 69 65 68 57 
3 45 60 66 67 69 62 67 56 
3 59 60 67 67 72 68 70 

412 60 68 67 71 66 69 58 
4 26 60 65 65 72 69 70 60 
440 60 70 7 71 69 71 62 
4 54 60 68 65 71 69 70 64 
5 08 60 67 65 70 66 70 4 
5 22 60 65 65 70 66 70 64 
7 00 bis 16’ 60 63 62 71 66 67 60 
7 33 60 63 63 70 67 67 65 
9 11 bis 29 60 64 63 69 69 69 67 


Silbernitrat weist nach anfainglicher Hemmung eine Steigerung auf. 
Bestrahltes Silbernitrat zeigt zu Beginn eine geringe Steigerung ahnlich wie 
Natriumchlorid und Jodkali. Nach ganz kurzer Zeit sind die einzelnen 
Resultate dieselben. Cholesterin wurde hier in kleineren Dosen gegeben 
als friiher. Dabei ergibt sich nach anfainglicher geringer Hemmung eine 
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Steigerung, die aber von ihrer Héhe einbii®Bt. Das bestrahlte Cholesteri: 
weist gegen das unbestrahite eine kleine Hemmung auf. Das hier verwanct: 
Lecithin war ein altes Préiparat. Um den anderen Erfolg damit zu zeigen, 
wurde der Versuch angefiihrt. Das unbestrahlte Lecithin steigert mehr als 
das bestrahlite. 


Wirkung von bestrahltem und unbestrahltem Thyreoidin auf Heje. 


125g Hefe, 350 g Zucker, 7000 g Wasser werden der zweistiindigen Garuny 

iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. 0,2 g, 0,5 g, 10g Glandula 

thyr. sicca werden in 20ccm Wasser je 15 Minuten bestrahlt. Flasche | 

wird Kontrolle; Flasche 2 erhalt 0,2 g unbestrahltes Thyreoidin; Flasche 3 

0,2g bestrahites; Flasche4 0,5g unbestrahltes Thyreoidin; Flasche 5 

0,5 g bestrahltes; Flasche 6 1,0 g unbestrahltes; Flasche 7 1,0 g¢ bestrahlte- 
Temperatur 25°. 





Zeit Lowe 02g | O2g.X 05g 05g.X 10g 10g.X 
9h05 bis 25’ 20 74 54 81 65 90 75 
925 , 30 30 72 57 81 78 88 80 
9 36’ 45 75 64 84 82 ss | 83 
9 41 60 78 77 84 80 2 8Y 
9 46 60, 69 60 7 66 78 78 
9 50 60 | 66 60 68 70 7 72 
1] 00 bis 05 9 | 93 % | % | 9% 100 100 
ll 10 90 | 92 6 93 96 98 98 

ll 15 9 | 9 95 | 92 o4 96 97 
12 45 bis 50 90 93 93 95 95 98 99 
12 55 90 90 92 95 o4 98 Os 
1 40 bis 45 90 95 95 97 9s 100 100 
405 , 10 90 %6 96 98 98 100 100 


Zu Beginn ist eine auBerordentliche hohe Steigerung durch das 
Thyreoidin zu sehen: wenn die Kontrolle 20 ccm hat, ist das Optimum be: 
10g mit 90cem. Nach Neufiillung der Flaschen arbeitet die Kontrolle 
schon etwas schneller, aber auch hier besteht noch ein beinahe dreimal! s: 
starkes Arbeiten wie bei der Norm. Nach 1 Stunde arbeitet Thyreoidi: 
im besten Falle nur noch 20 Proz. schneller, im Verlauf des weiteren Versuc!:- 
geht diese Steigerung bis 11 Proz. zuriick, die aber dann bleibend ist. Da- 
mit Réntgenstrahlen zuvor behandelte Thyreoidin gibt zu Beginn kein 
so hohe Kohlensaéurewetfte wie das unbestrahlte, es kann bis um 25 Proz 
zuriickbleiben. Nach 1Stunde ergibt bestrahltes und _ unbestralilte- 
Thyreoidin ungefahr dieselben Resultate, ja es kann das bestrahite einix: 
Prozente mehr Kohlensaéure bilden, aber nur voriibergehend. Réntgen 
strahlen andern bei Bestrahlung der getrockneten Schilddriise die initia! 
steigernde Substanz derart, daB sie bei der Hefegairung weniger Steigerun. 
hervorruft als ohne Bestrahlung. 








la 
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Versuch mit Pepton-Witte, Thyreoidin, Nucleinsdure. 


Je 2g dieser Substanzen werden in 100g Wasser gelést, davon wird je 
die Halfte 1 Stunde lang bestrahlt. Inzwischen wurden 125g Hefe, 350g 
Zucker der zweistiindigen Garung iiberlassen in 5600 g Wasser, dann auf 
sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; Flasche 2 erhalt 0,5 ¢ 
if tte-Pepton; Flasche 3 erhalt 0,5 g bestrahltes Pepton; Flasche 4 erhalt 
v.5¢ Thyreoidin-Merck; Flache 5 erhalt 0,5g bestrahites Thyreoidin- 
Merck; Flasche 6 erhalt 0,5 g Nucleinséure; Flasche 7 erhalt 0,5 g bestrahlte 
Nucleinséure. Temperatur 25°. 





Zeit jer Pepton Pepton.X Thyreoidin | Thyr..X a er 
10628 bis 34’ 70 93 94 98 S4 64 78 
10 39’ 70 96 bi 88 82 66 82 
10 44 70 91 90 80 76 66 80 
10 48 70 89 SS 76 72 70 83 
10 52 70 85 85 76 74 76 85 
10 56 70 85 85 75 73 80 87 
1! 00 70 80 80 75 73 80 85 
1] 04 70 80 81 73 73 80 80 
11 08 70 80 $1 74 74 80 86 
11 12 70 76 77 75 75 75 77 
ll 16 70 76 77 75 75 75 77 
11 22 bis 26 70 75 76 74 74 76 78 
11 29 70 74 76 73 73 7 75 
11 33 70 75 76 70 72 7 73 
1] 36 70 76 78 74 74 75 77 
1] 47 bis 51 70 80 80 75 7 76 76 
1] 55 70 80 79 72 74 75 75 
ll 59 70 80 80 73 75 76 75 
12 17 bis 21 70 82 S4 77 78 77 76 
12 25 70 81 83 75 77 75 75 
12 29 70 81 83 74 75 74 75 
12 34 70 82 83 74 75 73 75 
12 55 bis 59 70 85 85 76 76 7 72 
1 S7bis 2hO1' 70 87 87 75 75 71 70 
2 06 70 90 87 76 76 70 70 
2 11 70 90 7 76 76 70 70 
8 00 bis 10’ 70 67 75 79 7§ 77 77 


Pepton- Witte steigert zu Beginn, doch 148t die Wirkung langsam nach, 
sie geht beinahe zur Norm zuriick, steigt aber vorher wieder langsam an. 
Dies ist meist der Ausdruck von zwei auf die Hefe wirkenden Kraften. 
Das bestrahlte Pepton zeigt dasselbe Verhalten, so daB die Réntgenstrahlen 
keine sichtbare Wirkung haben. Thyreoidin weist zu Beginn eine Steigerung 
auf, die auf die Triebkraft zuriickzufiihren ist. Die weiteren Steigerungen 
werden durch die Garkraft verursacht. Das bestrahlte Thyreoidin zeigt 
eine Verminderung der Triebkraft, aber keine Einwirkung auf die Garkraft. 
Nucleinséure wurde in aufgeschwemmtem Zustande bestrahlt und zur Hefe 
zugesetzt. Unbestrahlte Nucleinséure zeigt nach anfanglicher Hemmung 
eine Steigerung, dagegen steigert die bestrahlte Nucleinsaéure sofort, um 
nach einiger Zeit dieselben Werte wie erstere aufzuweisen. 


Ergebnis. Pepton-Witte zeigt nach Bestrahlung dieselben Resultate 
wie ohne Bestrahlung. 
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Thyreoidin nach Bestrahlung hemmt die Steigerung der Triebkraft. 
ist ohne besondere Wirkung auf die Garkraft. 
Bestrahlte Nucleinséure steigert zu Beginn. 


Versuch mit Lecithin, Serum und Urin. 
125 ¢ Hefe, 350 g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garwun, 
ausgesetzt und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; 
Flasche 2 0,5 g Lecithin in 15g Spiritus; Flasche 3 erhalt dieselbe Menge. 
welche vorher 1 Stunde bestrahlt wurde; Flasche 4 erhalt 30 ccm Serum: 
Flasche 5 erhalt 30ccm 1 Stunde bestrahltes Serum; Flasche 6 erhal: 
30cem Urin mit dem spezifischen Gewicht 1016; Flasche 7 erhalt «i 
gleiche Menge, welche 1 Stunde vorher bestrahlt wurde. Temperatur 25° 





Zeit —_ Lecithin Lecithin.X Serum Serum.X _  Urin Urin. X 
10h05 bis 14’ 90 101 104 140 128 168 168 
10 22’ 90 88 90 128 117 173 171 
10 29 90 87 84 118 110 173 171 
10 36 90 85 84 104 100 180 174 
10 43 90 5 S4 93 89 165 165 
10 49 90 87 85 90 87 166 165 
10 55 90 85 85 88 84 160 164 
12 00 bis 06 90 90 91 89 86 155 160 
2 12 90 87 88 S4 85 153 168 
12 17 90 88 88 84 83 150 167 
12 23 90 86 88 83 83 146 162 
12 46 bis 52 90 87 88 84 82 160 160 
12 57 90 88 88 83 88 165 170 

1 41 bis 46 90 87 87 87 88 165 166 
1 51 90 86 87 87 86 170 170 
2 40 bis 46 90 85 85 S4 86 172 176 
400 , 06 90 88 87 95 97 155 1st 
8 00 , 08 90 80 S4 93 86 10 10 


Das Lecithin ist dasselbe wie im ersten Versuch. Es zeigt zu Beginn 
eine einmalige Steigerung, die aber sofort verschwindet. Die Leistung 
bleibt dann meist unter 90. Das bestrahlte Lecithin zeigt dieselben Werte, 
so daB von einer Wirkung nichts zu bemerken ist. Das Serum ergibt eine 
anfangliche Steigerung, die ziemlich hoch ist. Sie sinkt langsam, nur 
zwischen 104 und 93 ist eine Treppe, die durch die Gerinnung des Serums 
bedingt ist. Das Serum nach Bestrahlung ergibt eine geringere Anfangs- 
steigerung. Urin zeigt eine hohe Dauersteigerung, der bestralilte zeizt 
nur in der Mitte etwas héhere Werte, sonst ist kein Einflu®B der Bestrahluny 
zu finden. 

Ergebnis. Bestrabltes Lecithin und Urin wirken wie die entsprechenden 
unbestrahlten. Bestrahltes Serum zeigt eine geringere Anfangssteigerung 
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Versuch mit Hdmoglobin, Serum und Erythrocyten. 


350 Hefe, 250g Zucker werden der zweistiindigen Garung iiberlassen, 
iann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; Flasche 2 
erhalt 0.5 g Hamoglobin, gelést in 30ccem Wasser; Flasche 3 erhalt das- 
selbe, aber vorher 30 Minuten bestrahlt; Flasche 4 erha]t 40 ccm Serum: 
Flasche 5 erhalt 40 cem, die vorher 90 Minuten bestrahlt waren; Flasche 6 
erhalt 16cem Erythrocytenbrei; Flasche 7 erhalt dasselbe nach voraus- 
gehender Bestrahlung von 90 Minuten. Temperatur 20°. 





Zeit =| che | Globe’ gitar | Serum Serum.x | Eryhror Sore: 
12h00 bis 20’ 20 15 10 30 33 30 25 
12 41’ 40 25 16 50 52 45 40 
1 06 60 30 25 99 89 89 67 
1 40bis2h10° 60 31 30 96 6) 85 60 
2 40 60 26 36 90 90 80 56 
3 10 60 26 40 88 90 8S 60 
3 38 60 24 38 71 75 80 55 
4 05 60 22 33 65 63 68 48 
4 33 60 24 35 60 60 61 46 
4 58 60 24 35 55 55 52 32 
5 20 bis 45 60 27 35 50 45 47 31 
6 07 60 ‘ 25 33 51 49 | 47 3 
7 00 bis 27 60 27 35 53 52 44 30 
7 55 60 27 35 53 » 43 27 
8 20 60 25 30 54 58 41 28 
8 45 60 28 30 60 55 42 27 

am anderen Morgen: 
10b40’bis]1h15' 60 30 33 55 47 42 37 
ll 50 60 29 34 51 45 46 40 
12 3 60 30 35 DO 56 50 40 


Hamoglobin zeigt bei dieser Konzentration eine starke Hemmung, 
die von der Hefe nur in geringem Grade itiberwunden wird. Bestrahltes 
Hamoglobin weist nach anfanglicher starkerer Hemmung héhere Zahlen 
auf als das unbestrahlite. Serum zeigt zu Beginn eine Steigerung, dasselbe 
zeigt das bestrahlte Serum, abgesehen von einer kleinen Hemmung. Dieses 
Blutserum stammte vor einem Gesunden, wahrend das vorhin untersuchte 
von einem Nierenkranken stammte. Ob die Differenz in der Hemmung 
darauf zuriickzufiihren ist, kann ich bisher noch nicht entscheiden. 
Die Erythrocyten zeigen eine dhnliche Kurve wie das Serum, erst 
Steigerung, dann Hemmung. Das bestrahlte Blut zeigt keine Steigerung, 
sondern nur Hemmung, die aber gleichlaufend starker ist als beim 
unbestrahlten Blut. 

















122 H., Zeller: 


Versuch mit Eidotter. 


Das Gelbe eines Eies wird gut verriihrt, davon werden dreimal je 10 con 
10, 30, 60 Minuten bestrahlt. Inzwischen werden 125 g Hefe, 350 g Zucker, 
6300 g Wasser der zweistiindigen Garung iiberlassen und auf sieben Flaschen 
gefiillt. Flasche 1 wird Kontrolle; Flasche 2 erhalt 1 cem Eigelb; Flasche 3 
erhalt 5ccm Eigelb; Flasche 4 erhalt l0cem Eigelb; Flasche 5 erhal 
10cem 10 Minuten lang bestrahltes Eigelb; Flasche 5 erhalt 30 Minuten 
bestrahites Eigelb; Flasche 7 erhalt 60 Minuten bestrahltes Eigelb. 
Temperatur 25°. 





Kon- | 1 ccm Ei | Sccm Ei | 10comEi | Fi.10X | Ei.30X | Fi.ooX 


Zeit trolle 
12h10 bis 18’ 90 52 57 61 54 57 47 
12 25’ 90 52 52 61 D4 52 18 
12 31 90 54 59 66 58 53 St 
12 38 90 59 59 73 60 59 67 
12 45 90 64 71 80 62 66 76 
12 52 90 70 77 83 67 73 87 
12 58 90 73 80 86 73 73 90 
1 35 bis 42 90 85 86 S84 87 86 86 
1 48 90 90 84 S84 S4 86 80 
1 55 90 S4 S84 82 88 85 80 
2 01 90 90 88 80 85 89 83 
2 08 90 90 86 88 9] 89 80 
214 HY 93 85 83 83 86 85 
2 21 Ww) 95 83 83 83 86 85 
2 27 90 96 85 81 85 87 86 
2 33 90 95, s+ 80 92 84 Sti 
3 12 bis 18 90 92 80 77 85 82 5 
3 55 9 | 91 83 76 80 S4 83 
3 52 bis 59 99 | 8 87 70 83 78 76 
4 06 9 | 89 90 76 82 80 78 


Zunachst wurde die Wirkung von verschiedenen Mengen Eidotters 
auf die Hefe gepriift. Dabei zeigte es sich, daB bei 1 cem Eidotter zuerst 
eine starke Hemmung auftritt, die allmahlich iiberwunden wird, wobei 
sogar die 96 erreicht wird. Abhnliche Verhaltnisse zeigen sich bei Zusatz 
von l5cem. Anders ist es bei Zusatz von 10 cem. Die Hemmung ist wenige: 
stark, aber nach Erreichung der Norm geht die Leistung ziemlich zuriick 
Die bestrahlten weisen starkere Hemmung auf, arbeiten aber spiiter durch- 
schnittlich besser als die unbestrahlten 10 ccm. Es ist aber sicher, daB hier 
verschiedene Reaktionen nebeneinander hergehen. e 


Aus den vorliegenden Resultaten geht hervor, daB eine Reihe von 
Substanzen nach der Réntgenbestrahlung eine etwas andere Wirkung 
auf die Garung ausiibt als ohne Bestrahlung. Ob durch die Bestrahlung 
chemische Umsetzungen ausgelist werden, oder ob es sich nur um Um. 
lagerungen handelt, miissen weitere Untersuchungen ergeben.  Be- 
merken michte ich, daB ich éfters die bestrahlten Substanzen vor die 
photographische Platte brachte, aber nie eine Wirkung bemerken 
konnte, so daB eine Nachstrahlung abzulehnen ist. Werden die Sub- 
stanzen in Gruppen zusammengestellt, so ergibt sich folgendes: 
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Substanzen, die nach Bestrahlung dieselbe Wirkung wie vor der 
Bestrahlung aufweisen, also ohne Réntgeneffekt sind: Kochsalz, Jod- 
salze in kleinen Dosen, Magnesiumsulfat, Rhodankalium ‘, Silbernitrat /, 
Natriumlactat, Natriumglycerinphosphorsiure, Natriumurat, Lecitihn, 
Urin, Pepton Witte. Es ist bei manchen zu Beginn eine kleine voriiber- 
gehende Steigerung nachzuweisen. 

Substanzen, die nach der Bestrahlung eine voriibergehende Steige- 
rung veranlassen, sind: Hexamethylentetramin, Eidotter, Bromkalium. 

Substanzen, die nach der Bestrahlung eine voriibergehende 
Hemmung aufweisen, sind ; Jodsalze in groBen Dosen, Cholin, Thyreoidin, 
eventuell Eidotter. 


Substanzen, die nach der Bestrahlung eine lang anhaltende Hemmung 
verusachen, sind: Bromammonium, Ammoniumphosphat, Cyankalium, 
Kaliumpermanganat. Natriumnucleat, Cholesterin in kleinen Dosen, 
Thyreoidinextrakt, Erythrocytenbrei, altes Lecithin. 


Substanzen, die nach der Bestrahlung eine lang anhaltende Steige- 
rung verursachen, sind: Kaliumdichromat, Kupfersulfat, Natrium- 
salicylat, Thiosinamin, thymonucleinsaures Natrium, Cholesterin in 
groben Dosen, Nucleinsiiure, Hamoglobin, Ferrocyankalium. 


Diese Zusammenstellung hat nur einen bedingten Wert, wie die 
Aufzihlung von gleichen Substenzen an zwei Stellen zeigt. Hemmung 
und Steigerung ist hier in bezug auf die unbestrahlte Substanz zu ver- 
stehen. Das Cholesterin kann einmal eine Hemmung zeigen, das andere 
Mal eine Steigerung, wenn es zuvor bestrahit wurde. Bei der genauen 
Untersuchung stellt sich folgendes heraus: Wirkt das unbestrahlte 
Cholesterin hemmend auf die Giartatigkeit, dann wirkt es nach Be- 
strahlung weniger hemmend; wirkt es aber unbestrahlt in kleineren 
Dosen steigernd, so wirkt es bestrahlt weniger steigernd. Die Ursache 
ist wohl nur durch teilweise Umwandlung von Cholesterin durch die 
Bestrahlung zu erkliren. Ist weniger Cholesterin vorhanden, so wird 
die Hemmung geringer, wird das wenige Cholesterin, das gerade Steige- 
rung verursacht, teilweise umgewandelt, dann ist es in zu geringer 
Dosis vorhanden, um eine Steigerung hervorzubringen; es wirkt in 
bezug auf das Resultat hemmend, wahrend bei der ersten Annahme 
es steigernd wirkt. Es ist dieselbe Wirkung, doch scheinen die Resultate 
verschiedenes zu erweisen. Ahnlich verhalt es sich mit dem Eidotter, 
der einmal eine voriibergehende Steigerung zeigen kann, am Anfang 
dagegen eine Hemmung nach Bestrahlung aufweisen kann. Ein grober 
Teil der durch Réntgenstrahlen in bezug auf Hefegirung zu beein- 
flussenden Substanzen zeigt ahnliches Verhalten; es ist stets die Kon- 
zentration bestimmend, um einmal eine Steigerung, das andere Mal 
eine Hemmung hervorzurufen. Manchesmal liegt es auch am Praparat, 
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ob eine Steigerung oder Hemmung entsteht, wie es das Natriumnucl.:t 
und das Thymonatriumnucleat beweist. Auch das Thyreoidin ver),|; 
sich verschieden, je nachdem es in Aufschwemmung oder als Extra: 
bestrahlt wird. 

So 1aBt sich eine andere Einteilung aufzihlen: Stoffe, die kein 
Beeinflussung zeigen, das sind dieselben oben aufgezihliten; Stoffe, cic 
voriibergehende Wirkung aufweisen: Jodsalze in groBen Dosen, Bro. 
kalium, Cholin, Hexamethylentetramin, Thyreoidin, Eidotter; Stoffe. 
die linger anhaltende Wirkung nach Bestrahlung aufweisen: Kupfer. 
sulfat, Kaliumdichromat, Kaliumpermanganat, Ammoniumbromat, 
Ammoniumphosphat, Cyankalium, Ferrocyankalium, Natriumsalicy|at 
Cholesterin, nucleinsaure Salze, Thiosinamin, Hamoglobin,  altes 
Lecithin, Thyreoidinextrakt. 

Die meisten wirksamen anorganischen Substanzen stehen in cc: 
letzten Gruppe, es scheint ohne Zweifel zu sein, daB durch eine innere 
Umgruppierung die Giftigkeit geringer wird. Bei den stickstoffhaltige: 
scheint ein besonderer Einflu®{ auf die Stickstoffgruppe zu bestehen 
wodurch eine Steigerungsabnahme entsteht, doch miissen erst weitere 
chemische Untersuchungen das ganze Problem kliren. Es ist nw 
so viel zu sagen, daB durch die Hefeversuche die bisher gefundenen 
Resultate bestitigt werden: Anderung von Jodsalzen, Ammonium- 
salzen durch die Réntgenstrahlen, ebenfalls die Anderung i) 
bestrahltem Cholesterin. Da’ Lecithin durch Réntgenstrahlen in 
vitro schwer angreifbar ist, hat sich auch hier gezeigt. Doch hat 
sich noch eine ganze Reihe von Substanzen als réntgenstrahlen- 
sensibel erwiesen. 

Die hier angefiihrten Substanzen wurden nach praktischen Gesichits- 
punkten ausgesucht. Eine Wirkung auf Natrium, Kalium, Magnesium, 
Chlor, Schwefel, Phosphor ist nicht nachzuweisen, nur Jod zeigt in 
héheren Konzentrationen eine Ausnahme. Eigenartig ist es, daf} cic 
Lactate nicht beeinfluBt werden, da die Milchséure im Carcinomstoff- 
wechsel eine Rolle spielt, ebenfalls ist das Lecithin nicht zu beeinflusse». 
nur in schon verandertem Zustande ist eine Anderung durch Bestrahlung 
moglich. Dagegen erleiden Cholesterin, Nucleinsiure, Thyreoidin 
Hamoglobin eine weitgehende Beeinflussung durch Bestrahlung. 


Ergebnis. Es ist méglich, einen Unterschied in der Kohlensaure- 


ausscheidung der Hefegirung bei Bestrahlung und Nichtbestrahlung 
folgender Substanzen festzustellen: Cholesterin, nucleinsauren Salzen, 
Thyreoidin, Hamoglobin, Eidotter, altem Lecithin, Cholin, Hexame- 
thylentetramin, Cyankalium, Ferrocyankalium, Thiosinamin, Natriwn- 


salicylat, Ammoniumsalzen, Jodsalzen, Kaliumbichromat, Kaliwn- 
permanganat, Bromkali. 
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Kein Unterschied ist festzustellen bei: Kochsalz, Jodsalzen in 

kleinen Dosen, Magnesiumsulfat, Rhodankalium?, Silbernitrat /, 

Natriumlactat, Natriumglycerinphosphorsaure, Natriumurat, Lecithin, 
Urin, Pepton - Witte. 
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Uber ein mutmaBliches Citrylhimin. 


Von 


A. Partos (Neutra). 


(Eingegangen am 21, Mdrz 1926.) 


Nachdem es mir im Jahre 19201) gelungen war, durch Einwirkey. 
lassen von ameisensdurehaltigem Methylalkohol auf koaguliertes Bly 
eine kristallisierte Verbindung herzustellen, die von Kiister und Gerlach: 
hinterher als Formylhydroxyhimin erkannt wurde, habe ich 
Jahre 1924 den Versuch gemacht, ob man Verbindungen analove: 
Struktur auch durch Einwirkenlassen anderer organischer Sauren aut 
Blut erhalten kénnte. 

Ich habe Schafsblut bis zu einem Gehalt von 1 Proz. mit Na, S0, 
versetzt, in der Wirme koaguliert, das Koagulum ausgepreBt, aus. 
kihlen gelassen und mit 93proz. Methylalkohol, der 4 Proz. Citronen. 
siure gelést enthielt, extrahiert und den filtrierten Extrakt so lange an 
Wasserbade erwirmt, bis Triibung eingetreten war. Nach einiger Zeit 
hatte sich am Boden des GefaiBes ein schwarzer Niederschlag gebildet 
bestehend aus mikroskopischen Kristallen. (Wurde das Koagulun 
noch warm verarbeitet, oder wurde die Citronensaure in einer geringere: 
Konzentration angewendet, so war es zwar ebenfalls zur Bildung de: 
genannten Kristalle gekommen, doch waren sie reichlich mit amorphe: 
braunen Schollen vermengt.) 

Die Kristalle waren in Alkoholen, Ather, Chloroform, konzentrierte: 
Sauren und Laugen unldéslich, lésten sich aber ohne Rest und leicht 
in 7',proz., weit schwerer in etwas konzentrierterer oder verdiinnterer 
Lauge. An einer niaheren Untersuchung des mikrokristallinischen 
Kérpers, von dem ich mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen konnte, 
daB es sich um ein Citrylhimin handle, war ich wegen anderwiartiger 
Inanspruchnahme verhindert, und habe ich die Bearbeitung diese! 
Frage dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest 
iiberlassen. 


1) Diese Zeitschr. 105, 49, 1920. 
2) Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 92, 1922. 
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Uber ein Citrylhimin. 


Von 
Helene Goldman. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der k. ungar. Universitit 
Budapest.) 


(Eingegangen am 21. Mdrz 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In der vorangehenden Mitteilung hat Partos'), dem esim Jahre 1920 
gelungen ist, ein Formylhydroxyhamin darzustellen, kurz iiber eine ‘ 
kristallisierte Verbindung berichtet, die vermége ihrer Darstellungs- 
weise ein Analogon des Formylhydroxyhamins, ein Citrylhimin sein 
diirfte. Inzwischen wurde in diesem Institut von Stefan Hajdu®) ein 
Tartarylhamin dargestellt und dessen Eigenschaften sowie auch seine 
Zusammensetzung genauer studiert. 

Nachstehend wird iiber Versuche berichtet, durch die die Ent- 
stehungsbedingungen sowie die Zusammensetzung des Citrylhamins 
genauer ermittelt werden sollten. 

Bei der Herstellung der neuen Verbindung bin ich, von gewissen 
Abweichungen abgesehen, nach der Partosschen Vorschrift vorgegangen. 
Rinderblut wird bis zu einem Gehalt von 1 Proz. Na,SO, versetzt, in 
der Warme koaguliert, das Koagulum ausgepreBt, der PreBkuchen mit 
heiBem Wasser ausgewaschen, wieder ausgepreBt, der Riickstand einige 
Stunden lang an der Luft getrocknet, mit absolutem Methylalkohol, 
der 7 Proz. Citronensiure gelést enthalt, extrahiert, der ein- bis zweimal 
filtrierte Extrakt am Wasserbade mit aufgesetztem RiickfluBkihler 
bis zur eingetretenen Triibung 1 bis 2 Stunden lang erhitzt und dann 
5 bis 12 Stunden lang stehengelassen. Wihrend dieser Zeit kommt es 
zur Abscheidung eines tiefschwarzen, lockeren Belags am Boden und 


1) Diese Zeitschr. 172, 126, 1926. 
2) Ebendaselbst 1638, 233, 1925. 
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teilweise an den Wanden des GefaiBes. Nach der Dekantierung der jibe; 
dem Niederschlag befindlichen dunkelbraunen, jedoch durchsichtige; 
Fliissigkeit wird der Rest der Fliissigkeit, der den Niederschlag enthalt. 
durch ein gehartetes Filter filtriert, mit Athylalkohol, Wasser, wieder 
Athylalkohol, Ather gewaschen und getrocknet. 

Auf diese Weise war es mir in den meisten Fillen, doch durchays 
nicht immer, gelungen, die Kristalle, wenigstens nach dem mikro. 
skopischen Bilde beurteilt, frei von Beimengungen zu erhalten. Pra. 
parate, in denen die Kristalle mit amorphen Schollen vermischt aus. 
gefallen waren, habe ich natiirlich als miBlungen verworfen. Das Ge. 
lingen oder MiBlingen bangt allem Anscheine nach neben dem Citronen. 
siuregehalt des Methylalkohols auch von dem Wassergehalt des 2) 
extrahierenden Koagulums ab, das, bloB einige Stunden lang an der 
Luft getrocknet, stets ansehnliche Mengen von Wasser enthielt. Da‘ 
auch diese Menge nicht immer ausreicht, geht daraus hervor, dab ich 
die besten Resultate erhielt, wenn das lufttrockene Koagulum vor der 
Extraktion mit etwa 6 bis 8 Proz. Wasser angefeuchtet wurde. Betreffs 
des Citronensauregehalts des zur Extraktion verwendeten Methy)- 
alkohols lauten meine Erfahrungen dahin, daB die oben erwiilinte 
Konzentration von 7 Proz. die besten Ausbeuten und die reinsten 
Praparate liefert; bei Anwendung gréBerer oder geringerer Konzentra- 
tionen hatte ich haufiger MiBerjolge zu verzeichnen, sei es im Sinne 
einer schlechteren Ausbeute, sei es, da durchweg oder in gréBeren 
Mengen amorphe Schollen ausfielen. 

Die Ausbeuten betrugen durchschnittlich 0,40 bis 0,70 g pro 
1 Liter Blut. 


Eigenschaften. Die Kristalle sind nadelférmig, oft zu Drusen ver- 
einigt, und nur bei etwa 300facher VergréBerung als solche zu erkennen 
in dickeren Exemplaren tiefschwarz, in diinneren dunkelbraun. Ein 
charakteristischer Schmelzpunkt ist nicht vorhanden; bei etwa 250° ( 
tritt Zersetzung ein. 

Die Kristalle sind unléslich in Wasser, Athylalkohol, Ather, Chloro- 
form und in konzentrierter Salzsiure; wenig léslich in konzentrierter 
Essigsiure, in konzentrierter Schwefelsiure, in citronensiurehaltigem 
Methylalkohol, in Pyridin, in konzentrierter Kali- und Natronlauge: 
besser léslich in reinem Methylalkohol; gut léslich in etwa 3proz. Kali- 
oder Natronlauge. 

Die Struktur der neuen Verbindung. Wie bei Hajdis Tartary!- 
hamin, liegen die Verhiltnisse auch bei der Citronensiureverbindung 
nicht so einfach, wie bei der Formylverbindung. Denn es gibt auch hier 
wie beim Tartarylhimin, vier Méglichkeiten, die in nachstehendem 
mit A, B, C und D bezeichnet werden sollen. Dabei ist vorausgesetzt, 
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daB es sich auch hier, wie bei der Formylverbindung um ein Mono- 
methylhydroxyhamin handelt. 


A B 
C,H; (C Hy) O,N, Feo—CO Cs, Hy, (C H;)0,N,FeO—CO 
bn, bn, 
HO—C_COOH HO—C—COOH 
CH, CH, 
COOH Cy,Hy,(CH,)0,N, Feo O 
c D 
Cy, Hs, (C H,)O,N, FeO—CO C54 Hy, (C Hy)O,N, FeO—CO 
CH, CH, 


CygHy,(CH,)O,N, FeO f. 
Cy Hy (CH3)O,N,FeO—OC> 4 


CH, CH, 


(4H, (C H,)O,N, FeO—OC—C—OH 


| | 
Cy, Hy, (C Hs) O,N,FeO—CO Cy, Hy, (C Hy) O,N, FeO—CO 


Die Berechnung ergibt fiir 





= H N Fe 

Proz Proz. Proz. Proz. 
Fall A . 59,92 5,03 6,82 6,80 
es 62.89 5,14 7,73 7.70 
ia «fe 64.06 5,18 8,08 8.05 
a: eX 64.69 521 8.27 8.24 


Ich habe zahlreiche Elementaranalysen an sechs eigenen und an 
zwei von Herrn Partos dem Institut zugesandten Praparaten aus- 
gefiihrt, die aber recht divergierende Resultate lieferten. So schwankte 
z. B. der C-Gehalt zwischen 64,27 und 65,53 Proz., der N-Gehalt gar 
zwischen 9,23 und 12,02 Proz. Dabei stimmten aber in der Regel die 
an einem Praparat parallel ausgefiihrten Bestimmungen recht gut 
miteinander tiberein, und nur die verschiedenen Priaparate waren es, 
die die groBen Unterschiede aufwiesen. 

Der letzterwihnte Umstand, namentlich aber der hohe und 
wechselnde N-Gehalt lieBen mich vermuten, daB es sich um EiweiB 
bzw. hochmolekulare EiweiBabbauprodukte handelt, die den Kristallen 
als Verunreinigung anhaften, wozu vermége der Art ihrer Darstellung 
aus Blutkoagulum reichlich Gelegenheit geboten ist. 

Es hat sich daher als wiinschenswert erwiesen, eine Umkristalli- 
sierung vorzunehmen, was aber nicht im gewéhnlichen Sinne des Wortes 
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und nur auf einem Umweg gelang. Wird naimlich die wisserig-alkalische 
Lésung der Kristalle mit verdiinnter Essigsiure sorgfailtig neutralisie;t, 
so fallt Haimatin in derben, dunkelbraunen, amorphen Flocken aus; 
lést man den am Filter gesammelten und mit Wasser griindlich ve. 
waschenen Hiamatinniederschlag in Methylalkohol vom vorgeschriebenen 
Citronensauregehalt und behandelt, wie eingangs beschrieben, in der 
Wiarme, so erhailt man Kristalle, die unter dem Mikroskop mit den 
aus dem Blutkoagulum direkt erhaltenen identisch erscheinen, von 
denen man jedoch annehmen kann, daB sie reiner sind als jene, und zwar 
um so reiner, je éfter man diese ,,Umkristallisierung“ — allerdings 
mit sehr groBen Verlusten — wiederholt. 

Von einer vergleichenden Bestimmung der Lichtabsorption in der 
Lésung der ungereinigten Kristalle einerseits, der gereinigten anderer- 
seits konnte ich bei den immerhin 1 bis 2 Proz. und dariiber betragenden 
unvermeidlichen Fehlerquellen der spektrophotometrischen Methoden 
nur den Nachweis erwarten, daB ich es nach dem ,,Umkristallisieren‘* 
mit derselben Verbindung zu tun habe, wie vorher. Ob eine Reinigung 
tatsichlich erfolgt ist, konnte nur durch die Elementaranalyse ent- 
schieden werden (siehe weiter unten). 


Die Kristalle wurden in 3proz. Natronlauge gelést und mittels 
eines Kénigschen Spektrophotometers (nicht modifiziertes Mode!)), 
das seinerzeit von Prof. Hari!) justiert und kalibriert wurde, unter- 
sucht. Als Lichtquelle diente Gasgliihlicht. Der Objektivspalt 
hatte eine Breite von 0,15 mm; der Okularspalt, der ein fiir allemal 
unveraindert eingestellt blieb, umfaBte in Rot einen Spektral- 
ausschnitt von etwa 15 uu und in Blau einen solchen von etwa 
6p. Die untersuchten Lésungen hatten eine Konzentration von 
0,013 bis 0,0196 Proz. 

In nachstehender Tabelle sind die Mittelwerte der spezifischen 
Extinktionskoeffizienten (Extinktionskoeffizienten auf 0,1 Proz. Farb- 
stoffkonzentration bezogen) einer Reihe von ungereinigten Praparaten 
und die einer ,,umkristallisierten“ Substanz zusammengestellt. Man 
sieht, daB die Daten der beiden Stabe an den meisten Spektralstellen 
recht gut, an vielen vorziiglich und nur an einzelnen Stellen nicht gut 
iibereinstimmen. Da es sich ferner um nahe verwandte Stoffe handelt, 
war auch zu erwarten, daB sich meine Substanz beziiglich der Licht- 
absorption dem Hajdischen Tartarylhimin und dem Partosschen 
Formylhamin ahnlich verhalten diirfte. Ich habe daher, des besseren 
Vergleichs halber auch die mittleren spezifischen Extinktionskoeffizienten 
des Hajdéischen Tartarylhimins und die des Partosschen Formy!- 


1) Diese Zeitschr. 82, 229, 1917. 
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Spezifische Extinktionskoe}fizienten. 








Citrylhamin Tartarylhamin i Formylhamin 
Spektral- Mittelwerte Um- Spektral- i Spektral. 
stelle von sechs kristallisierte stelle Mittelwerte ] stelle Mittelwerte 
uu Praparaten Substanz | uu | uu 
| 

648.2 3,20 2,71 645.9 3,52 646,1 2.55 
634,7 4,46 4,15 _— oa 635,4 3,81 
528,0 5,21 5,00 625,5 6,44 625.5 4,95 
615.4 6,59 6,50 6159 7,43 615.9 5,87 
609.7 6,71 6.88 6085 | 7,88 pete ie 
605, 1 698 - 731 605,0 | 7,95 606,9 651 
6016 7,06 7,34 601,7 7,96 _— —- 
599.3 7,23 7,34 —_ | —_ — _ 
598,2 7,08 7,05 598.3 787 598,9 6.75 
595.9 7,13 7,40 5966 | 7,82 — - 
592.6 7,26 7,30 5934 | 7,72 590,2 6,89 
587.6 7,19 7,37 — _ — — 

2,9 7,13 7,13 5825 | 7,47 582,9 6,86 
5785 | 7,20 7,41 5755 7,33 575.4 6,82 
563,9 6,80 7,14 561.5 7,19 560.8 6,53 
551,4 6,42 651 549.2 7,53 549, 1 6,06 
531.5 6,65 6,84 527,0 8,88 532,1 6,14 
§21,3 | 7,40 =| 7,83 5169 9,65 5218 7,31 


himins in die Tabelle anfgenommen'). Wie aus der Tabelle zu ersehen 
ist und auch bereits von Hajdi vervorgehoben wurde, bestehen zwischen 
Tartaryl- und Formylhimin gewisse Unterschiede, indem das Maximum 
der Adsorption am Tartarylhimin rotwarts verschoben ist. Hingegen 
ist die Analogie zwischen Citryl- und Formylhimin eine sehr weit- 
gehende, indem die Absorptionsmaxima recht genau zusammenfallen 
und die beiden Kurven, wie auch aus nachstehender Abbildung hervor- 
geht, auch sonst parallel verlaufen. Ein Unterschied besteht allerdings 
darin, daB die spezifischen Extinktionskoeffizienten am Citrylhamin 
durchweg gréBer sind als am Formylhamin. 
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‘) Dadurch, da8 die Spektralstellen, an denen die verschiedenen Ver- 
bindungen untersucht wurden, einander vielfach nicht genau korrespondiert 
haben, wird an der Beurteilung der Ergebnisse nicht viel gedndert. 
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Die Elementaranalyse an der zweimal ,,umkristallisierten“ Substanz 
wurde in einem bestbekannten reichsdeutschen Laboratorium mit folgendem 
Ergebnis ausgefiilrt : 

18,440 mg Substanz lieferten 43,710 mg CO, und 8,89mg H,0O. 

8,960 mg Substanz lieferten 0,685 cem N bei 714mm Hg und 19°. 

36,910 mg Substanz lieferten 4,670 mg Fe,Q,. 


Hieraus berechnet, enthielt die Substanz 64,65 Proz. C, 5,36 Proz. H, 
8,40 Proz. N und 8,85 Proz. Fe. Diese Mengen entsprechen gut, teil- 
weise vorziiglich der unter D angefiihrten Formel, woraus resultiert, 
daB sich ein Molekiil der Citronensiure mit vier Haiminmolekiilen 2x 
(Monomethyl-) Citrylhydroxyhimin verbindet. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. Paw Héri ausgefiihrt. 
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Beitrag zum Mineralstoffwechsel der Haut. 


Caleium- und Kaliumbestimmungen in der Haut von Miausen nach saurer 
bzw. basischer Ernihrung. 


Von 


Kaethe Bornstein. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 21. Mdrz 1926.) 


Im Jahre 1911 veréffentlichte Luithlen die Mitteilung (1), daB 
bei Kaninchen die Empfindlichkeit der Haut gegen Entziindungsreize 
durch die Art der Ernahrung beeinfluBbar sei; mit Hafer gefiitterte 
Tiere bekamen nach Reizung der Haut stark exsudative Dermatitiden 
— sie verhielten sich wie Tiere mit Salzsiurevergiftung und solche, 
denen er Natriumoxalat injiziert hatte —, wihrend bei Griinfutter- 
ernihrung ebenso wie nach Calciumchloridinjektionen die Neigung zu 
entziindlichen Exsudationen herabgesetzt war. Durch Stoffwechsel- 
untersuchungen (2) fand Luithlen dann seine Vermutung bestitigt, dab 
die verschiedene Reaktionsweise mit den durch die Ernaihrung be- 
dingten Verinderungen des Basenhaushalts in Zusammenhang stehe ; 
er stellte fest, daB die Griinfuttertiere eine negative Bilanz fiir Na 
und eine positive fiir Ca, K und Mg aufweisen — und bei Anreicherung 
des Organismus an Basen eine Verschiebung des Kationengleichgewichts 
zuungunsten des Na —, daB dagegen bei den Hafertieren bei erhaltenem 
Basenaiquivalentgewicht eine negative Bilanz fiir Ca und K und eine 
positive fiir Mg und Na besteht. 

Auf diese Befunde von Luithlen hin veranlaBte mich Herr Professor 
Rona, den Mineralsalzgehalt der Haut bei verschieden ernihrten Mausen 
analytisch zu untersuchen, um zu erforschen, ob vielleicht die Haut 
ein Depot fiir Mineralsalze bilde. 

Zunachst wurden drei Gruppen Tiere je mit Zuckerwasser, 
Fett (Margarine oder Speck) und Kartoffeln einseitig ernihrt. Da 
ein groBer Teil der Tiere jedoch unter avitaminotischen Erscheinungen 
zugrunde ging und die gefundenen, auf 0,1 g Haut berechneten Ca- 
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und K-Werte bei keiner Gruppe untereinander iibereinstimmten, ver- 
suchte ich, den Untersuchungen von Lwithlen entsprechend, einerseits 
ein saures, andererseits ein basisches Futter zu geben. Als saures wurd« 
wie von Luithlen, Hafer gewahlt — mit etwas WeiBbrot, durch das der 
saure Charakter des Futters nicht geaindert wird —, ich nenne die so 
ernahrten Tiere kurz ,,Hafertiere“‘; die basisch ernihrten Tiere — sic 
mégen ,,kiinstlich ernihrte Tiere‘ heiBen — bekamen zunichst Kar- 
toffeln, mit getrocknetem Spinat vermischt, und dazu ein paar Scheiben 
Kohlriiben, die sie jedoch nicht fraBen. Da die Tiere dieser Gruppe 
nach 2 Tagen anfingen, schlecht zu fressen, und stark an Gewicht ab. 
nahmen, erhielten sie vom vierten Tage an ein kiinstliches Nahrungs- 
gemisch, das sie sehr gut nahmen und bei dem sie gut gediehen. Das 
kiinstliche Futter bestand aus der Grundnahrung und einem fiir diesen 
Zweck zusammengestellten Salzgemisch. Erstere hatte, den Angaben 
von Abderhalden und Wertheimer (3) folgend, nachstehende Zusammen- 
setzung : 


Se ae ee 
a 
EE ae 
Lebertran. . . . nt cad. a eee 
Se ee 
SD «aes doa wid tee eae we tee 


Das Salzgemisch vurde in Anlehnung an Salzgemisch 185 von 
Mac Collym berechnet, und zwar so, daB das Kationenverhiltnis un- 
gefahr dem des Griinfutters entspricht. 


Seine Bestandteile waren folgende: 


OR et ee we oo ED Dee. 
iy eres ° lee 
K,SO, . Py ae 
Ca lactic + 5H,O. . . . 52,85 ,, 
Mg citric. + 14H,O. . . 11,31 ,, 
Fe citric. +3H,O ... 1,44 , 


Fiir die in der Asche des Hafers vorhandenen Verbindungen gibt 
Kénig (4) folgende Analysenwerte : 


- tirana eee Oe 
eee 
aera 
Ree esa es oS 
, see eee eee 
ie ¢ «Ss & of 7a aed <celeee 
a" ee er ae ee ae a ese 
_ te ee eee ee he le 


1) Nach persénlicher Mitteilung von Herrn Geheimrat J. Konig. 
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Die folgende Tabelle zeigt zum Vergleich den Prozentgehalt des 
Hafers und des kiinstlichen Salzgemisches an Mineralbestandteilen und 
darunter den Prozentgehalt der Basen allein: 





Na.O K,0 CaO MgO Fe,O, P20; SO; Cl SiO, 
Hafer .. Proz.. 1,66) 179 3.60 7,13) 1,18 | 25,69 1.78 094 39,18 
Salzgemisch , 15,17 | 29.69 | 23.29 469 093) 5,75 18,78 | 1,74 —- 


l 
Hafer ..., | 5,26|5688/| 1144|2266/375; —| —|—/! — 
Salzgemisch , 20.7 | 403 | 31.6 6.36 | 1,27 — esis —_ aaa 


Das Verhiltnis der Basenoxyde zu den Saureoxyden ist also 
folgendes : 
a a 
Ee eee 
Auf lIoneniquivalentgewichte berechnet, erhalt man die in der 
folgenden Tabelle zusammengestellten Werte : 





Na’ K Ce" | Mg” | Fe | PO,””| so,” | cr | SiO,” 


Hafer g-Ag. 0,0536 0.3808 0.1285 0,35650,0442 1,0853 0,0445 0.0266 1,3060 


eee 0.2017 0.2603 0,3429 0,09670,0148 0,100 0.1936 0.2017 — 


Mater wProz. 1,57 11,10 3,76 10,40 1,28 31,80 | 1,31 0,79 38,00 


Salzgemisch 


qProz. 14,3 18,5 24.32 686 1,05 7,1 13,73 143 - 


I Cat.s . 
“Kes. 687 [9090 |1n90 aso ass | — | —'| — | — 


tt Ace, 22,0 286 374 1056 1,61 aE ng ie oe Be 


Das Verhaltnis der Kationen zu den Anionen ist also fiir: 


eS oe Oe ee 5 ne 
Salzgemisch ...... . 65:35 


Vergleicht man die Tabellen miteinander, so ist erstens ersichtlich, 
daB die auf Aquivalentprozente berechneten Werte nicht unerheblich 
von den fiir Oxyde angegebenen abweichen, es daher notwendig ist, 
derartige Berechnungen in Aquivalentwerten anzugeben. Daf ferner 
das kiinstliche Salzgemisch dem sauren Hafer gegeniiber ein stark 
basisches ist, und daB der Hafer Ca- und Na-irmer, Mg- und K-reicher, 
das kiinstliche Futter hingegen, dem Griinfutter entsprechend, K- und 
Ca-reicher und Mg- und Na-irmer ist. 

Da nun die ,,kiinstlich ernaihrten Tiere‘ weit mehr Futter auf- 
genommen haben als die ,,Hafertiere“, wie aus der Gewichtszunahme 
erhellt (s. unten), das Futter auBerdem als basisches einen héheren 
Prozentgehalt an Basen aufweist als der Hafer, so miissen die ,,kiinstlich 
ernahrten Tiere“ sicher mehr Basen aufgenommen haben als die Hafer- 
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tiere. Wie Lwithlen (2) ferner festgestellt hat und wie bereits obey 
erwihnt wurde, besteht bei den Hafertieren eine negative Bilanz fii 
Ca und K, wihrend bei den Griinfuttertieren diese beiden Mineraliey 
angereichert werden. Falls also die Haut als Depot in Betracht kommt, 
sO ware zu erwarten, daB in erster Linie die Ca- bzw. K-Werte in dey 
Hiauten der beiden verschieden ernihrten Tiergruppen voneinander 
differierten. Deshalb beschrinkte ich mich auf die mikroanalytiscl« 
Bestimmung dieser beiden Mineralien in der Haut. 


Die Behandlung der Tiere geschah folgendermaBen : 

Nach 24stiindigem Hungern wurden sie in drei Gruppen eingeteilt 
Die erste (zehn junge Tiere) bekam Hafer mit wenig WeiBbrot, dic 
beiden anderen (die eine zehn ausgewachsene, die andere acht junge 
Tiere) erhielten zunéchst Kartoffeln mit getrocknetem Spinat und vom 
vierten Tage an das kiinstliche Nahrungsgemisch. Die Kartoffeln wurden 
geschalt, in Aqua dest. gekocht, zerquetscht und, mit dem Spinat vermengt, 
zu Kugeln geformt. Jeden Morgen wurden die Reste fortgenommen und 
frisches Futter verabreicht. Wie das Kartoffel-Spinatgemisch wurde 
dann auch das kiinstliche Futter zu Kugeln geformt, nachdem es griindlich 
durchgemischt worden war. Das Gewicht der Hafertiere blieb waihrend der 
Versuchsperiode unter geringen Schwankungen ungefihr gleich, dagegen 
zeigten die ,,kiinstlich ernéhrten Tiere“ eine regelmaBige Gewichtszunahme, 
und zwar stieg das Gewicht der zehn ausgewachsenen Tiere, das in den 
ersten 4 Tagen von 189 auf 179g gesunken war, bis auf 202g. Die 
jungen Tiere nahmen wahrend der Fiitterungsperiode im Durchschnitt 
je 2g zu. 

Nach l4tagiger Fiitterung wurden alle Tiere mit Ather getétet. Die 
erste Schwierigkeit bewirkte nun die Entfernung der Haare. Die Benutzung 
eines Epilationsmittels war nicht angangig, da die Haut davon angegriffen 
wurde. Am besten erwies es sich, die Haare erst mit der Schere zu kiirzen, 
dann mit Hilfe eines Skalpells auszuziehen — eine sehr miihsame Arbeit. 
Dann wurde die Haut abpraépariert, und zwar muBte das méglichst bald nach 
dem Téten der Tiere geschehen, solange die Haut noch frisch war — eventuell 
konnten die Tiere 1 bis héchstens 2 Tage im Eisschrank gelassen werden. 
Die Haute wurden méglichst sorgfaltig vom Unterhautbindegewebe und Fett 
und vollstindig von allen GefaSresten befreit, darauf in warmem Aqua dest. 
mehrmals gewaschen und zwischen Filtrierpapier getrocknet. Wenn sie luit- 
trocken waren, wurden noch die letzten Reste Haare ausgezupft oder abge- 
sengt, die Haute durch Ather entfettet und etwa noch anhangendes Binde- 
gewebe entfernt ; dann wurden sie im Fischerschen Apparat bei der Temperatur 
des Alkoholdampfes bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, verascht und 
Ca und K mikroanalytisch nach de Waard (5) und Kramer-Tisdall (6) 
bestimmt. Da die auf 0,1 g Haut berechneten Werte trotz méglichst sauberer 
Entfernung von Bindegewebe und Fett — ich hatte zunachst nicht mit 
Ather entfettet — noch starke Abweichungen zeigten, muBte dazu iiber- 
gegangen werden, den Gehalt an Ca und K in der Asche zu bestimmen. 
Dazu war es nétig, die Asche zu wiagen, und das ergab die gréBten Schwierig- 
keiten. Der relativ sehr geringen Aschemenge wegen war ein sehr kleiner 
Tiegel erforderlich, andererseits aber hatten die Haute vor dem Verasclhen 
ein betrachtliches Volumen. Nach verschiedenem, langwierigem Herum- 
probieren benutzte ich einen kleinen Platintiegel von etwa 4 ccm Inhalt. Die 
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getrockneten Haute wurden in kleine Stiickchen zerschnitten und in kleinen 
Portionen hintereinander méglichst vollstandig verkohlt. Es wurden jedesmal 
zwei bis vier Haute verarbeitet mit einem Gewicht von 0,3 bis 0,45 g. 
Nach dem Auslaugen der verkohlten Masse mit Wasser muBte voll- 
kommen verascht werden; da die fiir das Verkohlen der Haute notwendige 
hohe und enge Form des Tiegels den Luftzutritt sehr erschwerte, konnte 
die vorher angewandte Stoltesche Methode nicht mehr benutzt werden, 
sie nahm 12 Stunden in Anspruch —, ebensowenig war es méglich, durch 
Einleiten von Sauerstoff oder im elektrischen Ofen eine schnellere Ver- 
brennung zu erzeugen. Als beste Methode erwies sich das Veraschen iiber 
der Bunsenflamme unter vorsichtiger, tropfenweiser Zugabe von reinem, 
unkristallisierten Ammoniumnitrat, zunadchst in schwacher, dann starker 
konzentrierter Lésung. Auf diese Weise erforderte jede Veraschung etwa 
4 bis 6 Stunden. Nach Zufiigen der Aschenbestandteile aus dem wiisserigen 
Extrakt wurde das Gewicht der Gesamtasche mit der Mikrowage bestimmt. 
Im wiasserigen bzw. salzsauren Auszug, der auf 10 ccm aufgefiillt wurde, 
wurden je zwei Kontrollbestimmungen von K bzw. Ca gemacht, indem 
je ein aliquoter Teil (4 cem) nach dem Einengen in ein Zentrifugenréhrchen 
iiberfiihrt wurde, so daB, den Angaben von de Waard und Kramer-Tisdall 
entsprechend, 1 bis 2cem Fliissigkeit weiter verarbeitet wurden. Durch 
Voruntersuchungen war festgestellt worden, daB die auf diese Weise zur 
Bestimmung gelangenden Kaliummengen ungefahr denen entsprachen, fiir 
die die Methode von Kiamer-Tisdall ausgearbeitet wurde (0,16 bis 0,22 mg 
K pro Kubikzentimeter). Die Calcitummengen waren nur etwa halb so groB 
wie die von de Waard bestimmten (0,08 mg Ca in 0,5 cem). Durch eine kleine 


Abanderung der Methode nach Angabe von Herrn Prof. Rona es wurde 
eine stark verdiinnte alkoholische Lésung von Neutralrot als Indikator 
benutzt und der Niederschlag iiber Nacht stehengelassen —— wurde aber 


erreicht, daB die Fehlergrenze fiir 0,04 mg Ca nicht mehr als 5 Proz. betrug. 
Die so modifizierte Methode ist also auch zur Bestimmung von sehr geringen 
Ca-Mengen durchaus zuverlassig, wihrend nach Hecht (7) bei der Ca-Be- 
stimmung nach den urspriinglichen Angaben von de Waard schon bei 
0.lmg Ca + 4 Proz. Fehler entstehen sollen. 

In den folgenden Tabellen sind die von mir erhaltenen Werte fiir 
Ca und K bei den Hafer- bzw. kiinstlich ernahrten Tieren zusammen- 
gestellt. Die Haute der Hafertiere wurden in drei Gruppen untersucht, 
und zwar stammten die Haute der Gruppen I und II von weiblichen, 
die der Gruppe LIT von miannlichen Tieren; ich bezeichne sie mit Ha I, 
Hall, Halll. Die Haute der ,,kiinstlich ernahrten Tiere“ wurden 
auf sieben Gruppen verteilt: Gruppe I und II von jungen weiblichen 
Tieren, Gruppe LIT, LV, V von ausgewachsenen weiblichen und Gruppe VI 
und VII von ausgewachsenen minnlichen Tieren. Sie wurden mit 
K-EI bis VII bezeichnet. Von jeder Gruppe wurden zwei Kontroll- 
bestimmungen gemacht und jedesmal der Faktor fiir die Rosafarbung 
in einem genau gleichen Zentrifugenglaschen mit derselben Fliissigkeits- 
menge bestimmt. Er betrug durchschnittlich 0,02 bis 0,03 cem. Nur 
fir die Gruppen K-EI und K-E1V konnte nur eine Ca-Bestimmung 
gemacht werden. Die Kontrollen zeigten alle gute Ubereinstimmung, 
wie aus den folgenden Tabellen hervorgeht. 
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Die folgende Tabelle zeigt zunichst die Gewichte der Haute, dic 
in jeder Gruppe verarbeitet wurden, und ihren Aschengehalt : 





Hal Hall Halll K-EI KsEIl K-E II] K-EIV K-EV_ K+E VIK-E VII 


Gewicht 4 i 

Tiuate  . g{/0,433 0,314 0,454 0,421 0,379 — 0,315 0,415 0,366 0.421 

Gesamtasche mg 8,70 5,86 806 989 801 550 5,04 537 6,73 6282 
Gehalt der | 

mepey eed PY 181 1,77 |235 |212 — 159 129 184 1.62 


Der Gehalt der Haut an Asche betrigt also im Mittel 1,82 Proz 
Die Abweichungen davon betragen + 29 Proz. 
Fiir Calcium ergaben sich folgende Werte : 





- = = - si;B/l2i>|s)§ 

£ieegsis s 2] 8] 2 Ble! & 

” - 4 4 2 Z 
Gefundene (1. Kontrolibest. 0,048 0,040 0,050 0,044 0,080 0,037 0,035 — — 0,050 
menge in ) 2.Kontrollbest. 0,048/0,048 0,050 — 0,0800,038 — — — 0.046 

4cc iussig- =: 

keit inmg | Mittel . . . . 0,048,0,044 0,050 0,044 0,080|0,038 0,035, — — {0,048 
Ca in Gesamtasche. . . . mg 0,121 0,112.0,126 0,111 0,200/0,097 0,088 — — |0,120 
Ca in Gesamtasche. . . Proz. 1,39 1,97 1,56 1,14 2,45 |1,73 1,73 |— — (1,76 


Die Werte fiir Ca bei den Hauten der Hafertiere zeigen, wie er- 
sichtlich, eine gute Ubereinstimmung; sie differieren vom Mittelwert 
(1,64) um + 20 Proz., — 15,3 Proz. Ebenso stimmen die Werte fiir die 
Hijute der ,,kiinstlich ernaihrten Tiere“ gut tiberein. Thr Mittelwert 
betragt 1,76. Die Werte der Haute der ausgewachsenen Tiere differieren 
kaum voneinander (zwei Gruppen weibliche, eine Gruppe mannliche 
Tiere). Die beiden Werte der Haute der jungen Tiere zeigen fast 
dieselbe Abweichung vom Mittelwert (+ 36,2, — 36,5 Proz.) Alter 
und Geschlecht scheinen demnach auf den Ca-Gehalt der Haut ohne 
EinfluB zu sein. Auch bei den Hafertieren sind durch das Geschlecht 
bedingte Unterschiede nicht festzustellen. (Die Werte der Haute der 
weiblichen Tiere schwanken um den Mittelwert um + 20, — 15,3 Proz. 
wihrend der Wert fiir die Haute der minnlichen Tiere nur um 
5 Proz. davon differiert. 


Die folgende Tabelle zeigt die fiir Kaliwm gefundenen Werte : 








- = S j-/|s/ & 2 > 5 5 

Zi 2] s |Sielal a |e & le 

x - | & |i] v2 v4 iu 

Getundene / 1. Kontrolibest. 0,17 0,10 0,24 |— —/|0,13 |0,12 0,07 0,19 — 

menge in} 2.Kontrolibest. 0,19| 0,07 0,23 |— —/0,16 0,11 | 0,07 0,17 — 

‘com Flissigr | aaietel . . . . | 0,18 | 0,085 | 0,235 |— —| 0,145| 0,115 | 0,07 0,18 | — 
K in Gesamtasche. . . . . mg 0,45 0,21 | 0,59 Ben — | 0,36 0,29 (0,17 045 — 


K in Gesamtasche . . . . Proz | 5,32 [3,95] | 7,30 |— —/|7,56 5,61 (3,79) 687 — 
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Die Werte von Hall und K-EV sind auffallend niedrig; der 
Grund dafiir diirfte darin liegen, daB die in diesen beiden Fallen 
vorhandenen Kaliummengen nur etwa die Halfte von denen betrugen, 
fir die die Methode ausgearbeitet ist und die Methode fiir so geringe 
Mengen nicht ausreicht. Ich habe die Werte deshalb in Klammern 
gesetzt, ebenso die unter ihrer Beriicksichtigung gefundenen Mittelwerte. 

Die Kaliumwerte der Haute der Hafertiere und der ,,kiinstlich er- 
nibrten Tiere“ zeigen also eine ahnliche Ubereinstimmung wie die Ca- 
Werte. Der Mittelwert der Haute der Hafertiere betragt 6,31 [5,52] Proz. 
und die Abweichungen davon + 16 Proz. [+ 32, — 28,5 Proz.]. Die 
Haute der ,,kiinstlich ernahrten Tiere‘ haben einen mittleren Kalium- 
gehalt von 6,68 [5,96] Proz. um den die Einzelwerte um + 16, 
— 36,5 Proz. schwanken. Wie bei den Ca-Werten, lassen sich auch 
bei den K-Werten durch das Geschlecht bedingte Unterschiede nicht 
feststellen. 

Die Mittelwerte der gefundenen Calcium- und Kaliummengen 
einerseits fiir die Hafer-, andererseits fiir die ,,kiinstlich ernahrten Tiere* 
sind folgende: 





Hafertiere K-E-Tiere 
Mittelwerte fiir Ca-Gehalt in Asche. . . Proz. 1,64 1,76 
é , K-Gehalt , , ... Proz. 6,31[5,52] 6,68 [5,96] 


Es zeigen also sowohl die Calcium. als auch die Kaliumwerte nur 
geringe Differenzen bei den verschieden ernihrten Tieren, und zwar 
sind die Abweichungen beider Wertepaare fast dieselben: Die Ca- 
Mittelwerte der Hiiute der Hafertiere und ,,kiinstlich ernihrten Tiere“ 
weichen um je + 3,5 Proz., die K-Mittelwerte um je + 3 [4] Proz. 
von ihrem gemeinsamen Mittelwert ab, Differenzen, die innerhalb der 
Fehlergrenze der Methoden liegen. 

Ich habe nun noch die Werte fiir Ca und K auf 0,1 g Haut be- 
rechnet, und aus den folgenden Tabellen ist zu ersehen, dab die so be- 
rechneten Werte eine starkere Abweichung voneinander zeigen als die 
aut Asche bezogenen. Die folgende Tabelle enthalt die auf 0,1 g Haut 
berechneten Werte: 





- = el- = 8:2 > >is 

a = « : Vy w w = = w 

- = = ; mig “ a uZ 
Ca auf 0,1 g Haut mg 0,028 | 0,036 0,028 0,026 0,053 — 0,028 — — 0,029 
K auf 0,1g Haut mg 0,105 [0,068] 0.131 — — — 0,090 {0,041} 0,12 


Bei den Hafertieren zeigen die Werte fiir Calcium, auch auf 
0,1 g Haut berechnet, gute Ubereinstimmung, sie weichen von ihrem 
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Mittelwert (0,031 mg) um maximal + 16,2, — 9,5 Proz. ab, aber dic 
Ca-Werte fiir die K-E-Tiere zeigen maximale Differenzen von + 56, 
— 23 Proz. von ihrem Mittelwert (0,034 mg). Die fiir Kalium ge. 
fundenen Werte differieren fiir die Hafertiere um + 11[ + 30, — 32,5] Proz. 
von ihrem Mittelwert 0,118 mg (0,101 mg), fiir die K-E-Tiere um 
+ 14 [+ 43, — 51] Proz. von ihrem Mittelwert 0,105 mg (0,084 my). 


Die auf 0,1 g Haut bezogenen Mittelwerte sind nachstehende: 





Hafertiere KsE-Tiere 
Mittelwerte fiir Ca-Gehalt auf 0,1 g Haut . .mg 0,031 0,034 
- K-Gehalt , Olg ., . .mg ) 0,118{[0,101) 0,105 [0,084 


Die auf 0,1 g Haut bezogenen Ca-Mittelwerte der Haut der Hafer- 
maéuse und K-E-Tiere weichen von ihrem gemeinsamen Mittelwert 
um -+ 4,8 Proz., die K-Mittelwerte um + 6 [9 Proz.] ab, wihrend die 
entsprechenden (Ha; [Hay] Hay; und K-Eyy [K-Ey]K-Ey,) auf Asche 
bezogenen Werte nur um 4 bzw. 0,8 [0,8 Proz.] von ihrem Mittelwert 
abweichen. Es ist also die Bestimmung von Calcium und Kalium in 
0,1 g Haut nicht so exakt wie die Bestimmung in der Asche, trotz 
sorgfaltigster Entfernung von Fett und Bindegewebe. 

Als Gesamtergebnis obiger Untersuchungen darf mithin geschlossen 
werden, daB durch verschiedene Ernaihrung der Gehalt an Calcium 
und Kalium in der Mausehaut nicht beeinfluBt wird, daB somit eine 
Speicherung dieser beiden Kationen durch die Haut nicht an- 
zunehmen ist. 


Zusammenfassung. 


Es wurde mikroanalytisch der Gehalt an Calcium und Kalium 
in der Haut von Mausen bestimmt, die einerseits sauer (Hafer), anderer- 
seits basisch (kiinstliches Futter mit besonders zusammengestelltem 
Salzgemisch) ernihrt worden waren. Durch die verschiedene Mineral- 
zufuhr konnte kein wesentlicher Unterschied im Gehalt der Haut an 
Ca und K festgestellt worden, so daB also die Haut als Depot fiir diese 
Kationen nicht in Betracht kommen diirfte. 


Literatur. 


1) F. Luithlen, Wien. klin. Wochenschr. 1911, Nr. 20. — 2) Derselbe, 
Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 68, 1911. — 3) Abderhalden und Wertheimer, 
Pfliigers Arch. 205 (4), 547, 1924. — 4) J. Kénig, Chem. d. Nahrungs 
u. GenuBmittel 2, 5. Aufl., 1920. — 5) De Waard, diese Zeitschr. 97, 1919. — 
6) Kramer und Tisdall, Journ. of biol. Chem. 46, 339, 1921. — 7) Hecht, 
diese Zeitschr. 148, 1923. 
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j Die Zirkulation des Goldes bei der Sanocrysin-Behandlung. 


(Quantitative Untersuchungen mittels einer elektrolytischen Methode.) 


Von 


Svend Lomholt. 


(Aus der Hautklinik des Finsenschen medizinischen Lichtinstituts 
zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 20. Marz 1926.) 


Die Beachtung, die die neue Sanocrysinbehandlung gefunden hat, 
hat der Frage nach einer brauchbaren Methode zur Bestimmung kleiner 
Goldmengen in organischer Substanz ein groBes aktuelles Interesse 
verliehen. In der Literatur habe ich bei Beginn dieker Untersuchyngen 
keine Methoden finden kénnen, die geeignet wiren, auf eine leichte und 
zuverlassige Art und Weise die Verteilung des Goldes im Organismus 
und seine Ausscheidung zu verfolgen. Spiter wurde unter anderem eine 
gute kolorimetrische Methode von Gebriider Keiding veriffentlicht 
(Acta tuberculosa scandinavica 1925). 

Ich habe dann mit sachverstindiger Unterstiitzung von Dr. phil. 
Christiansen und cand. mag. Helge Petersen versucht, eine hierfiir 
brauchhare elektrolytische Methode auszuarbeiten!). Bei der Elektrolyse 
hat man den Vorteil, das Gold durch Wagung bestimmen zu kénnen. 
Jedoch zeigte es sich, da8 es nicht so einfach ist, konstant so zuverlissige 
Resultate zu bekommen, wie man wohl erwartet hatte. Ich méchte 
daher hier eine Arbeitsmethode mitteilen, die in meinen Hianden gute 
Resultate gegeben hat. 

1. Alle organische Substanz wird zerstért. Die Organe, Fizes usw. 
werden fiir 24 Stunden mit rauchender Salpetersiure versetzt. Darauf 
werden sie in einer flachen Porzellanschale verdampft. Unmittelbar 
nach den ersten Zeichen der Verkohlung wird das Kochen unterbrochen, 


1) Lomholt, Hospitalstid 1925, No. 27 & Ugeskrift f. Lager 1925, 
No. 32 & 44. 














142 S. Lomholt : 


und nach ganz kurzer Abkiihlung wird tropfenweise lings des Schaley.- 
randes sehr vorsichtig rauchende Salpetersiiure zugesetzt. Der Inhalt 
wird dann in der Regel in Brand geraten. Darnach wird eine einzive 
oder zwei Verdampfungen nach Zusatz von etwas mehr Siure zur 
vollkommenen Veraschung geniigen, indem man zum SchluB die Schale 
griindlich ausgliiht, die dann nur weiSgraue Asche enthalt. Die Urin- 
portionen oder dergleichen werden am besten einer Trockenverdampfuny 
vor der Destruktion unterworfen, z. B. durch Aufstellung in einer 
flachen Schale in einem heifen Raume. 

2. Die Asche wird in verdiinnter Salpetersiure unter Zusatz einer 
geringen Menge Salzsaure gelést. Zur Entfernung des sich entwickelnden 
Chlors wird einige Zeit gekocht. 

3. Die Flissigkeit wird mit Ammoniak ganz schwach iibersattigt, 
und pro Kubikzentimeter Fliissigkeit werden 10 mg Cyankalium hinzu- 
gesetzt. Der Bodensatz wird abfiltriert, wonach die Fliissigkeit, im 
ganzen 40 ccm, zur Elektrolyse klar ist. 

4. Elektrolyse. Man benutzt ein Becherglas von 7iccm. Als 
Anode nimmt man ein kleines Platinplittchen, das in der oberen 
Schicht der Fliissigkeit so angebracht wird, daB der sich entwickelnde 
Sauerstoff, ohne in der Elektrolysefliissigkeit absorbiert zu werden, 
leicht entweichen kann. Als Kathode bernutzt man eine Platinelektrode 
von diinnem Blech (0,007 mm Dicke) und von einem Areal von etwa 
3cem. Ihr Gewicht soll mit dem angebrachten Draht etwa 70 mg sein. 
Es wurde eine Stromstirke von etwa 70 Milliamp. angewandt, was 
einer Stromdichte von etwa 20 Milliamp. pro Quadratzentimeter ent- 
spricht. Die entsprechende Spannung schwankte in der Regel um etwa 
4 Volt. Es kommt eine lebhafte Wasserstoffentwicklung in der Um- 
gebung der Kathode zustande, die zur Unterhaltung der notwendigen 
Umriihrung ausreicht. 

5. Die Elektrode wird nach 24 Stunden hochgenommen, nachdem 
die Cyankalilésung durch Durchspiilung vorher entfernt ist. Darauf 
wird sie einen Augenblick in verdiinnter chlorfreier Salpetersiure 
gekocht, in einer Spiritusflamme gegliiht und gewogen, wenn erwiinscht, 
auf einer Mikrowage (Nernstwage). Das Leergewicht der Elektrode 
mu immer vor jeder Elektrolyse bestimmt werden. Nach beendetem 
Gebrauch werden die Elektroden in der Cyankalilésung am ein- 
fachsten durch Zusatz einiger Kubikzentimeter Wasserstoffsuperox yd 
gereinigt. 

Von besonderer Bedeutung ist es, dab die Fliissigkeit nicht wesent- 
lich mehr Cyankali als hier angegeben enthalt, daB die Elektrolyse 
nicht zu schnell abgebrochen wird (wenigstens 12, am besten 24 Stunden), 
daB die angewandte Stromdichte nicht zu groB ist, aber namentlich, 
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daB die Elektroden absolut sauber sind, nicht nur frei von den gewéhn- 
lichen Verunreinigungen, sondern auch frei von Platinschwarz, das sich 
hei der Elektrolyse leicht bildet. Zur Vermeidung letzterer Fehlerquelle 
hat es sich als praktisch erwiesen, die Elektroden haufig zu wechseln, 
z. B. jede Elektrode nur zu vier Elektrolysen zu benutzen. 


tine Anzahl von Kontrollversuchen ergab folgendes Resultat: 


Kontrollanalysen. 


6.Mai. Zu 50g Lebergewicht werden 80mg Sanocrysin zugesetzt 
und destruiert. Von der Lésung werden Portionen mit folgendem Gold- 
gehalt entnommen : 





Au zugesetzt Au gefunden 


mg mg 
l 53 53 
2 53 5,1 
3 5.3 5.1 
4 53 5,2 


19. Mai. Zu 100g Herzmuskulatur werden 13,8 mg Sanocrysin zu- 
gesetzt und destruiert. Die Portion wird in 5 Teile geteilt und elektrolysiert. 





, Au zugesetzt Au gefunden 


mg mg 
5 1,02 0,96 
6 1,02 0,95 
7 1,02 1,02 
8 1,02 0,99 
9 1,02 0,96 


11. Juni. Reine Sanocrysinlésung, im ganzen 3 mg, wird durch Kochen 
mit Kénigswasser destruiert und Portionen mit folgendem Goldgehalt 
entnommen : 





Au zugesetzt Au gefunden 


mg mg 
10 0,30 0,27 
ll 0,10 0,11 
12 0.10 0,095 
13 0,30 0,27 
14 0,30 0,27 


Die Analysen werden am besten in Serien vorgenommen, und 
jede Analyse wird dann in etwa 34 Stunde beendet werden kénnen. 
Die Exaktheit der Befunde sieht man nur bei sehr sorgfaltigem 
Arbeiten. Bei Serienarbeiten, und besonders bei Analysen sehr grofer 
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organischer Gewebsmengen, z. B. bei einem ganzen Kaninchenkadaver, 
verringert sie sich etwas. 

Ich habe teils drei Kaninchenversuche zur Untersuchung 
der Goldverteilung im Organismus vorgenommen, teils einige Ver. 
suche an Patienten, um die Ausscheidungsgeschwindigkeit zu_ be. 
stimmen. 

Meine Untersuchungen stimmen gut untereinander iiberein; man 
darf also vermuten, daB die gefundenen Resultate der Wirklichkeit 
entsprechen. 

Was zuniachst die Kaninchenversuche betrifft, so bekommt man 
durch sie einen Eindruck iiber die Verteilung, wie sie sich nach einer 
Woche gestaltet. Sowohl die absoluten Werte, die fiir den Goldgehalt 
in den verschiedenen Organen gefunden sind, wie ihr wechselseitiger 
Gehalt stimmen gut iiberein. 

Die zwei Nieren enthalten beide groBe Mengen, jede im besonderen 
etwa 3 Proz. der injizierten Menge und etwa doppelt so viel, wie die 
Leber enthalt. Herz, Lungen und Blut enthalten nur geringe Mengen, 
in der Regel nur Spuren von Gold. Beim Darm (mit Inhalt) variieren 
die Verhiltnisse etwas mehr. In fast allen Fallen finden sich recht 
betrachtliche Mengen, sowohl im Diinndarm wie im Dickdarm. Letzterer 
enthalt in den zwei ersten Fallen betrichtlich mehr als der Dickdarm, 
im dritten Falle etwas weniger. 

Ich habe in zwei Fallen den restlichen Kadaver analysiert, aber 
nur recht geringe Mengen gefunden. Die Destruktion so grolier 
Gewebsmassen verursacht jedoch bedeutende Schwierigkeiten, so 
daB man damit rechnen mu, daB hier vielleicht etwas Gold verloren 
gegangen ist. 

Was die Ausscheidung betrifft, so besteht jedoch in den drei Fallen 
ein betrachtlicher Unterschied. Das beruht zu einem wesentlichen Teile 
darauf, daB die Exkremente sehr unregelmaBig entleert wurden. Der 
Grund dafiir ist sicherlich — nach dem, was ich spiter in Erfahrung 
gebracht habe —, daB die angewandten Dosen reichlich groB, sehr 
nahe der tédlichen Dosis waren. Beim Urin bekommt man jedoch am 
Kaninchen IIT und V ein ganz gutes Bild vom Gang der Ausscheidung: 
Eine starke Ausscheidung sofort nach der Injektion. Darnach fall 
sie ganz allmahlich ab. Die Anurie, die bei Kaninchen IV in den ersten 
2 Tagen auftrat, ist sicher ein Vergiftungsphinomen. 

Bei den Fiizes sind die Verhiltnisse etwas unregelmaBiger, wie 
das immer, aber hier doch ganz besonders, der Fall zu sein pflegt, 
vielleicht, weil die angewandten Dosen so hoch waren. Gleichwoh! 
scheint sich jedoch feststellen zu lassen, daB nicht unbetrachtliche 
Mengen auf diesem Wege ausgeschieden werden kénnen. 
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Was die Ausscheidung im Urin und Stuhlgang betrifft, so unter- 
weisen die zwei Patientenversuche I und II dariiber recht gut. Man er- 
fibrt, daB die Ausscheidung im Urin in den ersten 24 Stunden mit einem 
hohen Maximum beginnt, wobei namentlich die allerersten Stunden 
ein sehr hohes Kontingent liefern, daB sie in den nachsten 24 Stunden 
bis etwa zur Halfte jah abfallt und in den folgenden 2 Wochen dann 


gleichmaBig und langsam absinkt. 


sehnliche Mengen ausgeschieden. 


Noch nach 14 Tagen werden an- 





Tabelle 1. 
K. Ill K. IV K.V 
Injiziert Injiziert Injiziert 
37, 5mg Au 37,5 mg Au 26,25 mg Au 
Gew. Au Gew. Au Gew. Au 
& mg & mg & ing 
Organe 
Herz 7 0,14 7 Spur 6 Spur 
Lungen 12. Spur 14 Spur 9 Spur 
Leber . 63 0,57 70 0.39 70 0,32 
L. Niere . 9 0,96 8 0,72 6 0,60 
R. Niere . cake 9 1,05 8 0.88 6 0.55 
Diinndarm | “eo 60 017 70 0,40 172 0,49 
Dickdarm | 110 1,05 150 2.80 128 0,31 
Blut 70 0,17 80 0,10 73° Spur 
Rumpf 7 3000 > 2,0 3000 1,75. 2000 ~ 190 
Im ganzen _ 6,11 -- 704 — 4.17 
Urin 
90 5,10 0 = *) 0.25 
|. 24 Stunden . 150 2,80 0 ; 1,43 
2. 24 Ms 135 1,26 175 1,40 1,10 
3. 24 ‘ 135 168 245 1,75 0,56 
4. 24 " | - 70 0.68 0,56 
a) oe ; = Lf 0,28 
6. 24 ‘ | Tétung 0,16 
7. 24 “ verloren ‘verloren 0.12 
‘' oe | Kan. 
Im ganzen _- 12,41 4.46 
Fazes 
1, 24 Stunden . 13 0,13 0 > *) 
2. 24 . s 0,15 0 => 
3. 24 2 8 ? 13 0,65 verloren 
ina S oj + 14 0.33 | 
5, 24 N 0 > 24 0,62 
6. 24 . 0 =- | | 
7. 24 a | Tétung verloren ‘ verloren 0,10 
8. 24 S | des Kan. | | 0.37 


*) Durch ein MiBgeschick sind die Wagungsresultate der Exkremente 
und V verloren gegangen. 
Biochemische Zeitschrift Band 172. 
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Tabelle II. 


Patient I. 





17. Juni, 12 Uhr: Injektion von 500 mg Sanocrysin 


187,5mg Au. 





Tag Versuchsstunden 
1 Uhr 
1 
1. 7. 
| 10 ” 
Ea 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
3 
8. 
9, 


Im ganzen 





Diurese Au Fazes 
meg 
70 1,60 0 
120 0.45 
320 0,25 ; 560 
570 0,92 
450 2'38 0 
1000 2.63 0,20 
800 3,29 1,78 
1500 2.43 1,39 
1000 1,88 2.47 
700 1.59 2.74 
400 1,26 0.65 
700 0.79 1.59 
900 0,61 — 
20,08 10,82 


Patient I1. 


Im 
ganzen 


30,90 


5. August, 12 Uhr: Injektion von 400 mg Sanocrysin 


| 1 Uhr 

"i ; a“ 
2 

2. 1 

3. 

4. 

5. 

6. 

A 

8. 

9. 

10. 

ll. 

12. 

13. 

14. 


Im ganzen 


3. Juni: Injektion von 
1 Uhr 


—- 
_ 

-—O+l1 

s zu 3s 


150,0 mg Au. 


80 267 
1302.68 
120 = 0.46 | 7,07 
260 ©=0.70 
1100 121 2,06 
1500 =. 2.93 
1250 253 2,02 
1500 1,42 2:30 
1150 1.62 
1000s 2.69 
1200 1.60 3,33 
1500 1,47 201 
900 0.98 
1500 1.40 1,09 
1200 1,49 0.51 
1400 1,04 
1700 1,19 0,47 
1800 —s«O,71 0,53 
28,14 14,32 


Patient III. 
500 mg Sanocrysin = 





85 2.40 

400 0,42 

360 0,42 | 4,07 
65 0,18 

500 0,65 


42,46 


187,565 mg Au. 
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Patient IV. 
Am 14. Mai wurde eine Injektionsserie von 3 Monaten Dauer mit 
im ganzen zehn Injektionen & 0,5 cg abgeschlossen. 


26. Mai: 420cem Urin. . ... . 1,1 mg Au 
_ «ae os Siar a ee 
3. Juni: 600 ,, a we a «ek a te 


Patient V. 
Am 7. Januar wurde eine Serie von sieben Injektionen & Lg Sano- 
erysin abgeschlossen. 
22. Mai: 1000cem Urin. . . . . 0,09mg Au. 


Die Ausscheidung mit den Fizes ging, wie zu erwarten war, etwas 
unregelmaBiger vor sich. Die gesamte ausgeschiedene Menge ist nur 
halb so groB wie im Urin, aber besonders wird die Aufmerksamkeit von 
dem eigentiimlichen Faktum in Anspruch genommen, daB das Maximum 
hier erst nach mehreren Tagen erreicht wird (in den zwei untersuchten 
Fallen nach 6 bzw. 7 Tagen). Zu dieser Zeit enthalten die Fizes etwas 
mehr Gold als die entsprechenden Urinportionen, sonst ist das Gegentei]! 
die Regel. Nach diesem Maximum sinkt die Ausscheidung wieder. 

Von der Gesamtmenge des ausgeschiedenen Goldes fand sich etwas 
iiber ein Drittel im Stuhlgang. 

Im ganzen wurden in einem Falle im Laufe von 9 Tagen etwa 
17 Proz., in einem @nderen im Laufe von 14 Tagen etwa 28 Proz. der 
injizierten Goldmenge wiedergefunden. Was die Ausscheidung in den 
folgenden Monaten betrifft, so verfiige ich nur iiber ein paar sporadische 
Untersuchungen, die zeigen, daB die Ausscheidung noch nach 4% Monaten, 
aber mit geringen Mengen anhalt. 

Was die starke Ausscheidung betrifft, die im Urin sofort nach der 
Injektion vor sich geht, so muB man diese wohl als eine Ausscheidung 
umgebildeten Sanocrysins auffassen. Dagegen ist die starke, schnell 
beginnende Ausscheidung in den Fizes in meinen Augen ein ent- 
scheidender Beweis dafiir, daB der Stoff dekomponiert wird, und dab 
das sowohl schnell als auch vollstandig geschieht. 

Die hier beschriebenen Zirkulations- und Ausscheidungsverhaltnisse 
ihneln ganz denen, die man bei mehreren anderen Schwermetallen 
[Bi, Hg und Pb!)] findet. Insofern man einen detaillierteren Vergleich 
versuchen will, scheinen die Nieren fiir das Gold eine gréBere Rolle 
bei der Ausscheidung als fiir das Blei zu spielen, aber eine geringere 
als fiir Wismut, wihrend fiir den Verdauungskanal das Umgekehrte 
gilt. Am nachsten scheint das Gold dem Quecksilber zu stehen. 


1) Lomholt, Investigations into the circulation of some heavy metals 


in the organism (Hg, Bi, Pb). Biochem. Journ. 1924, 8. 693. 
10* 
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Die gefundenen Resultate stimmen im allgemeinen gut mit dem 
iiberein, was auch andere gefunden haben, z. B. Hansborg und Frandse» 
(Acta tuberculosa scandinav. Nr. 3, 1925). 


Zusammenfassung. 


1. Nach einer intravenésen Injektion von Sanocrysin wird das Gold 
in allen untersuchten Organen und scheinbar recht regelmaBig ab. 
gelagert, wobei die Nieren am meisten enthalten. Die Leber wenige: 
nur halb so viel wie eine einzelne Niere. Herz und Lungen enthalten nw 
minimale Mengen. Darm mit Inhalt enthalt betrichtliche Mengen 
besonders der Dickdarm, aber diese Mengen variieren quantitativ etwas 

Im Blut finden sich nach einer Woche nur minimale Mengen. 

2. Das Gold wird teils mit dem Urin, teils mit den Fizes aus 
geschieden. In den ersten Wochen verteilt sich die Gesamtausscheiduny 
ungefihr auf zwei Drittel im Urin, ein Drittel in den Fiizes. 

3. Die Ausscheidung mit dem Urin ist in den ersten 24 Stunden 
und besonders in den allerersten Stunden sehr stark, wahrscheinlich 
infolge Ausscheidung von ungespaltenem Sanocrysin. Darnach fillt 
sie in den nachsten 24 Stunden stark, spiter langsamer und regel- 
maBbiger. Sie scheint mehrere Monate anzuhalten. 

4. Die Ausscheidung im Stuhlgang geht etwas unregelmaBiger 
als im Urin vor sich. Sie hat kein deutliches Maximum in den ersten 
24 Stunden, nimmt in den ersten Tagen eher etwas zu und beginnt erst 
dann deutlich zu fallen. 

5. Sowohl die Goldverteilung als auch seine Ausscheidung Abhnelt 
auffallend den Verhialtnissen bei anderen schweren Metallen (Bi, Hy 
und Pb). Es liegt daher die Annahme nahe, daB die Goldkomponente 
des Sanocrysins sehr bald abgespalten und dann denselben Regeln 
folgt, die fiir dieses und fiir andere Schwermetalle gelten. Es ist kaun 
wahrscheinlich, daB es in einer Form abgelagert wird, die nicht spite 
vom Organismus mobilisiert und ausgeschieden werden kann. 

6. Die Beobachtungen machen es wahrscheinlich, da8 das Sano- 
crysin auf den Organismus eine toxische Wirkung ausiiben kann, die 
der von anderen Schwermetallen bekannten parallel geht. Man mui 
daher bei seiner Anwendung die gleiche Vorsicht iiben, die fiir dies: 
gilt, um Akkumulation und damit die Gefahr ernster Vergiftungen zu 
vermeiden. 











eee re ae 


henner bet 











Uber die Wirkung der Kationen 
auf die glatte Muskulatur des Froschésophagus. 


Von 
W. Wagner. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Halle-Wittenberg. ) 
(Eingegangen am 24. Mdrz 1926.) 


Mit 2 Abbildungen und 2 Kurven im Text 


Schon vor geraumer Zeit wurden auf Anregung von Herrn Prof. 
Kochmann Versuche von F. Holub angestellt, die die Aufgabe hatten, 
die Wirkung der lonenverschiebung in der Ringerlésung auf den Meer- 
schweinchenuterus bei Wahrung der Isotonie zu priifen. Diese Versuche 
wurden in erweiterter Form in zwei Mitteilungen von .W. Kochmann') 
in dieser Zeitschrift veréffentlicht. In der zweiten Arbeit war die von 
S. Loewe*) empfohlene graphische Darstellung der Lonenverschiebung 
mit Hilfe des dreiachsigen Koordinatensystems mit Vorteil benutazt 
worden. 

In der vorliegenden Voréffentlichung wird nach denselben Gesichts- 
punkten die Wirkung des ,,Kationenmilieus“ an der glatten Muskulatur 
des Osophagus von Rana temporaria experimentell untersucht. 


“ec 


Der Osophagus wurde in der iiblichen Weise dem Tiere entnomimen, 
in der mit Sauerstoff durchperlten Ringerlésung (25cem) aufgehangt 
und mit einem Schreibhebel verbunden. Wenn das Priparat in 1 bis 
144 Stunden zu einer regelmaBigen Tatigkeit gekommen war und seine 
Bewegungen auf ein langsam sich drehendes Kymographion aufgeschrieben 
hatte, wurde die Ringerlésung gegen die zu priifende isotonische Kationen- 
mischung gewechselt. Dazu diente eine Saugvorrichtung, die ein schonendes 


Vorgehen ermédglichte. Die Lésung wurde dreimal erneuert, damit die 
zu priifende Lésung unverdiinnt und nicht verunreinigt durch Reste der 
normalen Ringerlésung den Osophagus umspiilte. Wenn die Wirkung 


der zu priifenden Lésung deutlich geworden war, wurde sie wiederum 
dureh Normalringerlésung ersetzt. Bei voller Wiederherstellung der Tatig- 
keit des Osophagus konnte unter Umstianden noch eine zweite Lésung 


') Diese Zeitschr. 161, 390, 1925; 170, 230, 1926. 
*) Ebendaselbst 167, 92, 1926. 
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auf ihre Wirkung gepriift werden. Die Normalringerlésung hatte folgenc) 
Zusammensetzung: NaCl 6.0, KCI 0,42, CaCl, 2H,O 0,24 a 
1000.0 H,0. Zu 100 cem der fertigen Lésung wurden 0,3 cem einer 6,7 proz 
Natriumbicarbonatlésung zugesetzt, was einem Gehalt von 0,02 Pro 
Natriumbicarbonat entspricht. Die Anderungen der Tatigkeit der Osophagu- 
muskulatur pragten sich durch Zu- oder Abnalhme des Kontraktion- 
zustandes und der rhythmischen Tatigkeit aus. Im Diagramm des dr 
achsigen Koordinatensystems sind die Verainderungen der Tatigkeit wi 
folgt bezeichnet : 


Steigerung ‘ Abnalime . Mittelstellung P keine Ver 
iinderung 0. Tragen die Zeichen eine knopfférmige Verdickung, . , — 


so soll das ein Hinweis dafiir sein, daf die spontanen Bewegungen vor 
handen sind, wahrend das Fehlen ces Knopfes ein Erléschen der Spontar 
bewegungen bezeichnen soll. Ist nach einer anfanglichen Steigerung des 
Kontraktionszustandes ein Abfall eingetreten, so wurde das mit § ode: 
im umgekehrten Falle mit 2 bezeichnet. 








O 4*100* 90 30+ 0 60 +30. 40+ 30 + 20 10 +t 


Abb. 1 


Die Ecken A, B und C (vgl. Abb. 1) bedeuten die Konzentrationen 
von Natrium-, Kalium-, Calciumchlorid, wenn jedes dieser Salze allein 
(= 100 Proz.) die Isotonie bedingen wiirde. Der normale Gehalt an 
diesen Salzen ist durch die stark gezogenen Natrium-, Kalium- und 
Calciumlinien gegeben, deren Schnittpunkt nach Loewe als Eukrasie- 
punkt bezeichnet wird. 
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Aus dem Diagramm kann man folgendes ablesen: Ist nur Natrium- 
chlorid zu 100 Proz. in der Lésung, so verringert sich die Tatigkeit des 
Osophagus bei erhaltenen Spontankontraktionen. Bestreitet Kalium- 
chlorid allein die lsotonie, so kommt es zu einer Steigerung des Kontrak- 
tionszustandes unter Fortfall der Bewegungen, und etwa das gleiche ist 
bei reiner Calciumchloridlésung der Fall. 

Sind nur zwei Kationen in der Lésung, so ist bei Abwesenheit des 
Natriumchlorids, Linie AC, immer eine Steigerung des Kontraktions- 
zustandes vorhanden. Bei Fehlen des Calciumchlorids, Linie BC, ist 
ebenfalls eine Tatigkeitssteigerung des Osophagus sichtbar. Bei Fehlen 
des Kaliumehlorids, Linie AB, ist eine so einheitliche Anderung der 
Osophagustatigkeit nicht festzustellen. Am iibersichtlichsten wird hier 
der EinfluB der Mischung beider Kationen (Na und Ca‘), wenn man 
die Linie A B von A aus verfolgt. Zunichst Steigerung der Tiatigkeit, 
dann allmahliche Abnahme, bis schlieBlich bei normalem Calcium. 
yehalt eine deutliche Verringerung der motorischen Tatigkeit eintritt. 
Vor diesem Punkte wird erst nach anfiainglicher Steigerung die Ver- 
minderung der Tatigkeit sichtbar. 

Von Wichtigkeit ist ferner die Kaliumlinie. Auch da sieht man 
einen Umschlag, wenn man von unten nach oben aufsteigt. Und zwar 
tritt dieser Umschlag bei einem Natriumgehalt von 25 Proz. ein. Hier 
ist zunachst zwar noch eine Steigerung vorhanden, der aber eine Ver- 
minderung des Kontraktio,. zustandes folgt. Weiter oben auf der 
Linie ist die Tatigkeit des Osophagus deutlich eingeschriankt, und dies 
ist bis in die Nahe des Eukrasiepunkts hin zu beobachten. Auf einer 
Linie, welche in der Mitte zwischen der Kaliumlinie und der Kalium- 
abszisse liegt, ist ein ahnlicher Umschlag von Tatigkeitssteigerung zu 
Verminderung vorhanden, nur da®B der Umschlagspunkt hoéher liegt 
als auf der Kaliumlinie; bei 75 Proz. NaCl ist der Umschlag vollkommen 
deutlich. 

Etwas Ahnliches findet sich auf der Calciumlinie angedeutet und 
auf der Linie, die in der Mitte zwischen Calciumabszisse und -linie liegt. 
Der Umschlag von Steigerung zur Minderung der Tatigkeit findet sich 
allerdings hier sehr hoch oben bei 90 Proz. Natriumchloridgehalt. Hier 
erscheint unmittelbar nach Wechsel der Ringerlésung gegen die zu 
priifende isotonische Kationenmischung zuniichst eine Kontraktion 
des Osophagus, der alsdann ein Abfall folgt. 

Bemerkenswerte Eindriicke erhalt man auch, wenn man die 
Linien des gleichen Natriumgehalts verfolgt, also z. B. die Linie, welche 
einem Natriumgehalt von 25, 50, 75 und 90 Proz. entspricht. Bei 
25 Proz. Natriumchlorid ist iiberall eine Steigerung der Tatigkeit vor- 
handen, nur bei normalem Kaliumgehalt folgt der Steigerung ein 
Abfall der motorischen Tatigkeit. Bei 50 Proz. Natriumehlorid ist 
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mit einer Ausnahme ebenfalls tiberall eine Tatigkeitssteigerung sichtba: 
(s. Kurve 1). Diese Ausnahme liegt bei normalem Kaliumchloridgeha!t 
Bei 75 Proz. Natriumchlorid findet 
sich eine Einschrankung der Tati 
keit sowohl bei halbem, wi 
bei normalem Kaliumechloridgehat!t 
waihrend sonst iiberall Tatigkeits 
steigerung vorhanden ist,  zun 
Teil mit erhaltener rhythmische: 
Bewegung. 

Die Mischungen, die in den 
Diagramm auf dem Felde zwische 
der Kalium- und Calciumlinie sowi 





Kurve | der Natriumabszisse liegen, rufe) 


Bel @ Sees. Nal + free. KC an der glatten Muskulatur des 
+ 40 Proz, CaCl. : Tatigkeitssteigerung 


bei ¥ wieder normale R.L. Osophagus Steigerung der Titig- 


keit, meistens Kontraktur, hervor 
Besondere Aufmerksamkeit wurde auch den Mischungen = zu- 
gewandt, die auf dem Diagramm in der Nahe des Eukrasiepunktes 


velegen sind. 
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In dem Parallelogramm, das von den Seiten des Dreiecks AP 
und BC sowie der Calcium- und Kaliumlinie gebildet wird, ist dis 
Tatigkeit des Osophagus vermindert. Vgl. Kurve 2. Nur auf der Calcium- 
abszisse bei halbem normalen Kaliumchloridgehalt geht der endgiiltige: 
Verminderung der Tatigkeit eine kurze Steigerung voraus. In der Nalhv 
des Eukrasiepunktes bei normalem oder auf die Halfte verminderten 
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Kaliumgehalt ist, sofern der normale Natriumgehalt nicht tiberschritten 
wird, keine Verinderung der Tatigkeit der glatten Muskulatur fest 
zustellen, obwohl die Calciumionen vermehrt sind. Bei Verminderung 
dieser letzteren und Vermehrung der Kaliumionen wird die Tatigkeit 
des Osophagus schon verindert. Bemerkenswert ist auch hier, ebenso 





A vy 


Kurve 2 


> 


Bei A 99 Proz. NaCl + 1Proz CaCl,:Verminderung der Tatigkeit 
bei VY wieder normale R. L. Steigerung 


wie beim Uterus, die geringe Konzentrationsanderung, die bereits 
einen Umschlag der Tatigkeit der glatten Muskulatur hervorruft. 

Die im Diagramm festgelegten und experimentell gepriiften Punkte 
sind wohl zahlreich genug,‘ um einwandfrei die Wirkungen der ver- 
schiedenen Mischungen der drei Kationen Na’, K° und Ca’ zum Ausdruck 
zu bringen, sofern die Isotonie nicht gestért ist. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, mit deren 
Unterstiitzung auch diese Arbeit ausgefiihrt werden konnte, sei an 
dieser Stelle der verbindlichste Dank ausgesprochen. 




















Weitere Versuche iiber den Einflu6bB der Kohlenadsorption 
auf Vergiftung und Entgiftung. 


Ve nh 
M. Eisler. 


(Aus dem staatlichen sero-therapeutischen Institut in) Wien.) 


(Eingeqangen am 26. Mdrz 1926.) 


In friiheren Versuchen!) wurde studiert, in welcher Weise das 
Verhalten verschiedener Antigene und ihrer Antikérper zueinande: 
durch die Adsorption eines der beiden an Kohle beeinfluBt wird. Es 
zeigte sich dabei, daB das Bindungsvermégen dieser untersuchten 
Antitoxine, namlich des fiir Diphtherie, Tetanus und fiir das Blutgift 
des Vibrio Kadikjé, wenn sie an Kohle fixiert sind, so weit verloren geht 
dab derartige Kohlen weniger von dem betreffenden Gifte binden als 
unvorherbehandelte Praparate. Diese Herabsetzung der Bindungskraft 
wurde auf cine teilweise Besetzung der Kohlenoberflache durch das 
Serum zuriickgefiihrt. Von den entsprechenden Toxinen reagierte das 
Vibriolysin so wie in freiem Zustande mit seinem Antitoxin, das Tetanus 
und Diphtheriegift bedurfte jedoch nach der Aufnahme durch Kohile 
zu seiner Neutralisation ein Vielfaches derjenigen Antitoxinmenge, 
welche sonst erforderiich war. Von den fillenden Antikérpern hatten 
die Agglutinine sowohl fiir Bakterien als auch die fiir Erythrocyten ihr 
Bindungsvermégen durch den Kohlenzusatz behalten, die Prazipitine 
dagegen verloren. 

Diese kurz wiedergegebenen Versuche beschaftigen sich ausschliel 
lich mit Serumantikérpern und Antigenen unbekannter Natur. Als 
Fortsetzung dieser Untersuchungen soll hier iiber Versuche berichtet 
werden, die sich auf die Beeinflussung der Reaktionsfihigkeit von 
Stoffen bekannter chemischer Konstitution durch Kohle beziehen. 


Cholesterin Saponin, 
Ransom*) hat gefunden, daB die Schutzkraft des normalen Serum: 
gegen die Saponinhamolyse auf dessen Cholesteringehalt zuriickzufiihren 
ist. Im AnschluB an diesen Befund wurde die hemmende Wirkung des 


1) Diese Zeitschr. 135, 416, 1923: 150, 350, 1924. 
2) Deutsch. med. Wochenschr. 1901, 
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Cholesterins gegen eine Reihe von Blutgiften nachgewiesen und damit 
in chemisch wohldetinierter Koérper gefunden, der eine  antitoxische 
Funktion, wenn auch nicht in derselben abgestimmten Weise wie die 
eigentlichen Antikérper, ausiibt. Da nun meine oben erwahnten Versuche 
ergeben hatten, da® simtliche gepriifte spezifische Antitoxine durch die 
Kohlenadsorption ihr Bindungsvermégen fiir das betreffende Toxin weit- 
gehend einbiiBen, habe ich jetzt untersucht, wie sich Cholesterin unter 
diesen Bedingungen verhalt. 

Die Herstellung der Cholesterinlésung erfolgte in der Weise, dai 
0,01 bis 0,02 g Cholesterin in 5 cem 95proz. heiBen Alkohols gelést wurden 
und von dieser Lésung 1 cem tropfenweise unter Umschiitteln zu 9 cem 
Wasser zugefiigt wurde. Auf diese Weise gelang es, eine haltbare kolloidale 
Lésung des Cholesterins in Wasser zu erhalten, welche eine opaleszierende 
Fliissigkeit darstellte und auch bei lingerer Aufbewahrung nicht aus 
flockte. Das verwendete Saponin von Werck wurde im Verhaltnis 2: 1000 
mit 0,85 proz. NaCl-Lésung versetzt. Von einer derartigen Lésung geniigte 
0,.leem, um 1 cem Sproz. gewaschenen Hammelbluts in 20 bis 30 Minuten 
vollstandig aufzulésen. 

Zunachst muBte festgestellt werden, in welchem Mabe Saponin und 
Cholesterin von der schon in meinen friiberen Versuchen verwendeten 
Knochenkohle adsorbiert werden. Zu diesem Zwecke wurden je 0,1 ¢ 
Kohle versetzt mit 2cem einer 2prom. Saponinlésung oder 2cem der 
beschriebenen Cholesterinlésung, '/, Stunde unter d6fterem Schiitteln 
stehengelassen und dann die Kohle abzentrifugiert. Die Saponinlésung 
wurde nunmehr auf ihr Lésungsvermdégen, die Cholesterinlésung auf ihre 
Hemmung gegeniiber Saponin gepriift, gleichzeitig auch je eine Lésung 
der beiden Substanzen, die ohne Kohlenzusatz geblieben war. Die Priifung 
der Lyse erfolgteydurch Zusatz von je | cem gewaschenen 5proz. Hammel 
bluts zu abgemessenen Mengen der Saponinlésungen. Die hemmende 
Wirkung der Cholesterinlésungen wurde in der Weise festgestellt, dali 
verschiedene Mengen derselben mit je |ccem einer 2prom. Saponinlésung 
'/, Stunde digeriert und dann je 1 cem Blutaufschwemmung hinzu- 
gefiigt wurden. 


Tabelle 1. 





Menge Resultate nach 


ccm 20 Min 40 Min 1 Std. 4 Stdn 
10 kompl. kompl. — 
’ 


Saponinlésung 05 partiell = on 
mit Kohle | o2 4 Spur , 


Saponinlésung | 0.1 kompl. kompl. oe a 


ohne Kohle | 
Cholesterinlésung { 1,2 — stark stark 
mit Kohle | 05 — -- fast kompl. fast komp!l. 
Cholesterinlésung ; 0,5 oa - ? Spur — partiell 
ohne Kohle | 03 — — Spur partiell — stark 


Vom Saponin waren unter den beschriebenen Versuchsbedingungen 
mehr als vier Fiinftel von der Kohle gebunden worden, vom Cholesterin 
ungefahr drei Viertel. Durch die Adsorption beider Kérper hatte die Koble 
insofern eine Beeinflussung erfahren, als die Cholesterinkohle viel rascher 


sedimentierte als unvorbehandelte, die Saponinkohle aber, auch wenn das 
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nicht gebundene Saponin durch Waschen entfernt war, merklich ling: 
in der Kochsalzlésung suspendiert blieb.  Fiir die genauere Schatzuny 
der Cholesterinadsorption durch Kohle ergab sich insofern eine Schwieri; 
keit, als Mengen von iiber 0.5 c¢em infolge der Lésung des Cholesterin 


in Leitungswasser selbst wieder eine teilweise Lyse bewirkten, so dab es 


zu keiner vollstandigen Hemmung kommen konnte. Diese Blutlésun, 


infolge Hypotonie dokumentierte sich in der Form, daB sie sofort auttrat, 


spiter aber nicht mehr fortschritt. 
Der nachste Versuch soll das Bindungsvermégen der mit Cholesterin 


beladenen Kolhle fiir Saponin im Vergleich zu unvorbehandelter Kobhile 


demonstrieren. Je O,lg@ Kohle wurde versetzt mit je 2cem Cholesteri: 
lésung oder 2 cem Wasser, '/, Stunde unter Umschiitteln  stehen- 
gelassen, dann abzentrifugiert und zweimal mit je 2 ccm Wasser gewasclier 
Zu den beiden Sedimenten kamen nun je 2cem 2prom, Saponinlésung 
Nach neuerlicher 'stiindiger Bindungszeit wurde die Kohle abzentritugiert 
und die iiberstehende Fliissigkeit sowie die in je 2cem Kochsalzlésung 
aufgenommenen Sedimente aut ihr Loésungsvermdégen fiir je | cem Sproz 
gewaschenen Hammelbluts untersucht. 


Tabelle 11. 





Resultate nach 


Menge 
com 3) Min 1 Std. 4 Stdn. 
| 1,0 partiell fast kompl. komplett 
AbguB von Cholesterinkoble O05 “ Spur partiell 
0,2 “ ” ” 
— | Lo komplett komplett komplett 
ee eee 05 Spur partiell stark 
unvorbehandelter Kohle | o2 ° Spur partiell 
1.33 . . 1,0 — vartiell komplett 
Sediment von Cholesterin- | 05 I Spur fast “ama 
kohie | o2 = é partiell 
Sediment von | js 7 ; komplett —_ 
unvorbehandelter Kohle 02 ea P _ 


Wie die schwachere Lyse durch den Abgu® der Cholesterinkohle an 
zeigt, hat diese mehr Saponin gebunden als die unvorbehandelte. Trotzden 
war das Verhalten der beiden Sedimente gerade umgekehrt, indem das 
der Cholesterinkohle trotz gréBeren Saponingehalts schwacher léste als 
das der reinen Kohle. GréGere Differenzen im Ausmafi der Hamolyse 
konnten wohl nicht erwartet werden, wenn man beriicksichtigt, dab ein 
Drittel der gebundenen Cholesterinmenge eine lésende Saponindosis noc! 
nicht ganz hemmte (s. Tabelle 1) und 20 soleher Saponindosen den Kolilet 
zur Adsorption dargeboten wurden. Immerhin waren die beobachteten 
Unterschiede geniigend deutlich und in allen diesbeziiglichen Versucher 
so konstant. um zu dem SchluB zu berechtigen, daB das Cholesterin, auc! 
wenn es an Kohle adsorbiert ist, seine Fahigkeit, Saponin zu binden, niv 
verloren hat, im Gegensatz zu den Antitoxinen des Blutserums. 

Es war nun noch zu untersuchen, ob auch das Saponin, an Kolile 


hit 


adsorbiert, sein Bindungsvermégen fiir Cholesterin behélt. Die Ent- 


we”! ~~ 4 ee eee 


. 
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scheidung dieser Frage war dadurch erschwert, daB, wie aus den in Tabelle | 
wiedergegebenen Versuchen hervorgeht, die Kohle schon an und fiir sich 
so viel Cholesterin bindet, daB erst gréBere Mengen des Abgusses noch 
geniigend Cholesterin zur Hemmung der Saponinwirkung enthalten kénnen, 
diese gréBeren Mengen aber infolge Hypotonie die Erythrocyten schadigen. 

Um die Bindung der dargebotenen Cholesterinmenge durch die Kohle 
an sich zu verringern, habe ich in meinen Versuchen statt 0,1 g nur 0,02 
bis 0,01lg genommen. Ein solcher Versuch gestaltete sich also derart, 
daB zwei gleiche Kohlenportionen mit je 2ccm Saponinlésung oder 2 cem 
Kochsalzlésung versetzt, '/, Stunde stehengelassen, dann zentrifugiert und 
zweimal mit je 4ceem Kochsalzlésung gewaschen wurden. Hierauf wurden 
beiden Sedimenten je 3 ccm Cholesterinlésung zugesetzt und nach ‘4stiin- 
diger Digestion die Kohlen abzentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit 
auf Hemmung der Lyse durch Saponin ausgewertet. 





nes Resultat nach 

| 15 partiell partiell 
AbguB von Saponinkohle . : 0,7 Spur stark 

0,4 stark fast komplett 

15 partiell partiell 
AbguB von Kochsalzlésungkohle . 0,7 Spur Spur — partiell 

| 0,4 partiell stark 
RIN Boe bes atin dalle a -- komplett | — 


In dem angefiihrten Versuch hemmte der AbguB der Kochsalzlésung- 
kohle etwas starker als der von der Cholesterinkohle. Der Unterschied ist 
allerdings nur gering und war auch selbst in diesem Grade nicht in allen 
Versuchen festzustellen. So z. B. war er bei Verwendung von 0,05 g Kohle 
und nur 2 cem Cholesterinlésung kaum angedeutet und erst mit nur 0,01 g 
Kohle und 3 cem Cholesterinlésung in dem beschriebenen AusmaB vorhanden. 
Wenn man aber beriicksichtigt, da8 durch die Beladung solcher kleiner 
Kohlenmengen durch relativ groBe Saponinmengen die Bindungskraft 
der ersteren im Falle der Unwirksamkeit des Saponins herabgesetzt werden 
miiBte, darf man aus der Tatsache, daB die Saponinkohle nicht nur nicht 
weniger, sondern sogar unter Umstanden etwas mehr Cholesterin bindet 
als die Kochsalzkohle, annehmen, da8 das Saponin durch die Adsorption 
an Kohle seine Reaktionsfahigkeit mit Cholesterin bewahrt hat. 


Die Wirkung von an Kohle adsorbiertem Phenol und Sublimat auf Typhus- 
und Cholerabakterien. 


Wenn wir uns im folgenden mit der Beeinflussung zweier als Des- 
infizientien sehr verbreiteter Kérper, wie des Sublimats und Phenols, 
durch Kohle beziiglich ihrer Wirkung auf Bakterien und auch mit der 
Kohlenwirkung an sich auf Bakterien beschaéftigen, so wird damit ein 
gerade in den letzten Jahren wieder viel studiertes Thema beriihrt. Wurde 
doch die Eigenschaft fein verteilter, unléslicher Substanzen, andere Stoffe, 
darunter auch Gifte, an sich zu reiBen, vielfach zu therapeutischen Zwecken 
benutzt. Neben anderen hat sich auch Wiechowski!) mit dieser Frage 


') Therapie der Gegenwart 1922. 
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beschaéftigt und sich bemiiht, méglichst wirksame Praparate herzusteller, 
tine bevorzugte Stellung unter den Adsorbenzien kommt der Kohle 2. 
nicht nur wegen ihrer Bindungsfahigkeit fiir Stoffe verschiedenster Art. 
sowohl basischen als sauren Charakters, sondern auch wegen ihrer besonders 
hohen Adsorptionskraft. Allerdings kommt diese nicht allen Kohlen in 
gleichem MaBe zu, sondern ist durch bestimmte Eigenschaften bedingt, 
deren Erforschung héchst verwickelte Verhaltnisse ergeben hat. Die Her- 
stellung méglichst stark wirksamer Kohlen ist daher fiir therapeutische 
Zwecke von héchster Wichtigkeit. AuBer gelésten Stoffen verschiedenste: 
Art vermag die Kohle auch korpuskulire Elemente, darunter Bakterien, 
zu adsorbieren. 

Diese Eigenschaften erméglichten eine Ausdehnung unserer friiheren 
Untersuchungen, die sich mit der Frage beschaftigt haben, in welche: 
Weise die Wirkungen verschiedener Antigene und deren Reaktionsfahigkeit 
mit ihren spezifischen Antikérpern und andererseits auch diese selbst durc! 
die Kohlenbindung modifiziert werden, auf die Wirkungsweise von Bak 
teriengiften, wenn diese an Kohle adsorbiert sind. Gewisse Befunde in 
dieser Richtung lagen teilweise schon infolge der therapeutischen Anwendung 
von Adsorbenzien bereits vor. So vermag nach Wiechowski') die Kohle 
Phenol zu binden und je nach der Art der Einverleibung in den Tierkérper 
in verschiedenem MaBe festzuhalten, indem eine solche Phenolkohle nach 
subkutaner Injektion bei der weiBen Maus keine Vergiftungserscheinungen 
hervorruft, dagegen bei intraperitonealer Injektion schon in der halben 
Menge heftige, toxische Symptome und den Tod herbeifiihrt. Wiechowsk; 
erklart diese Erscheinung damit, da8 die Adsorptionsverbindung nicht 
irreversibel ist, und daB die Reversibilitét zum gréBten Teil bedingt ist 
durch die Resorptionskraft des Applikationsortes. Als Stiitze dieser Auf- 
fassung fiihrt Wiechoweki an, daB Bakterien nicht imstande sind, aus 
einer Phenolkohlenverbindung das Phenol aufzunehmen und abgetdétet 
zu werden. Selbst nach stundenlangem Stehen einer Mischung von 
Milzbrandbakterien, Kohle und Phenol, in welcher die Konzentration des 
letzteren 20 Proz. betrug, erwiesen sich die Bakterien noch als infektions- 
tiichtig, obwohl die Keime an die Phenolkohle adsorbiert und so der Gift. 
wirkung des Desinfizierens scheinbar in erhéhtem MaBe ausgesetzt wurden 
Mit derartigen Gemischen injizierte Mause starben regelmaBig an Milz- 
brandinfektion. Auf diese Versuche wird noch spater zuriickzukommen sein. 

Andererseits liegen Versuche von Bechhold*) vor, nach denen mit 
Chlorsilber und Kieselséure praéparierte Kohlen nicht nur ein erhdéhtes 
Adsorptionsvermégen fiir verschiedene Arten von Bakterien besitzen, 
sondern auch eine sehr ausgesprochene Desinfektionskraft, die bis zw 
vélligen Abtétung der eingebrachten Keime gehen kann. 

Hier miissen auch noch die Untersuchungen von Morgenroth, Schnitzer 
und Berger*) an Strepto- und Pneumokokken erwaéhnt werden, welche 
durch den Zusatz von Adsorbenzien mit und ohne Desinfizientien héchst 
interessante Beeinflussungen der beiden Kokkenarten erzielen konnten. 
Die wichtigsten, uns interessierenden Ergebnisse ihrer Versuche waren. 
daB es ihnen gelungen ist, durch Vorbehandlung von Pneumokokken mut 
Trockenhefe oder Tierkohle eine Modifikation A zu erzeugen, die bei Er- 


1) Le. 
2) Miinch. med. Wochenschr. 1923, Nr. 36; 1925, Nr. 39. 
’) Zeitschr. f. Immunitaétsforschung 438, H. 3. 
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haltung der fiir die Stammform wichtigen Merkmale (Wachstumstypus, 
Galleléslichkeit und hohe Mausepathogenitaét) durch Optochininwirkung 
in eine weitere Modifikation B iibergeht. Diese ist identisch mit dem 
griinen Streptokokkus. Die Versuche mit hamolytischen Streptokokken 
zeigten, da8B die Einwirkung von Rivanol in vitro nur selten einen Ubergany 
in den anhimolytischen Zustand hervorruft, wohl aber findet diese ,,Ver- 
grimung“ (Ubergang in die fiir Mause avirulente, anhamolytische Form) 
in sehr starkem MaBe statt, wenn man statt des gelésten Rivanols an 
zellige Elemente (Blutkérperchen, Trockenhefe, Hautpulver) gebundenes 
verwendet. Dieser Erfolg beruht nach Ansicht der Autoren auf einer durch 
die adsorbierenden Zusitze hervorgerufenen Umstimmung der Erreger 
zu einem labilen, modifikationsbereiten Zustande. 

Unsere eigenen Versuche bewegen sich in anderer Richtung. Sie 
wurden unternommen als Fortsetzung unserer friitheren Untersuchungen, 
welche die schon oben kurz erwéhnten Resultate ergeben hatten, nach 
denen die Beeinflussung eines Antigens oder seines Antikérpers durch 
Kohle nicht nur abhaéngt von der Natur des betreffenden K6érpers, sondern 
auch von dem Zustande (gelést oder korpuskular) des mit ihm reagierenden 
Objektes. Diese neuen Versuche mit einfachen, chemisch wohldefinierten 
Kérpern und Bakterien sollten vor allem neues Material beibringen zu der 
Frage, wovon die Wirksamkeit oder Unwirksamkeit eines Stoffes, der an 
Kohle gebunden ist, abhaingt. Zunéchst wurde festgestellt, in welchem 
MaBe das verwendete Kohlenpraiparat (Knochenkohle) imstande ist, 
Typhus- und Cholerabakterien zu adsorbieren. Zu diesem Zwecke wurden 
je 0,1 g Kohle in 1 cem Kochsalzlésung aufgeschwemmt und mit je 0,1 cem 
einer der beiden Bakterienaufschwemmungen versetzt, welche derart her- 
gestellt waren, daB von einer dichten Abschwemmung der betreffenden 
Kulturen auf Schrigagar mittels 2cem Kochsalzlésung eine 100000fache 
Verdiinnung gemacht wurde. Die gleiche Bakterienmenge kam auch zu 
je leem Kochsalzlésung ohne Kohle. Unter éfterem, kraftigem Schiitteln 
blieben die Proben eine halbe Stunde bei Zimmertemperatur stehen, dann 
wurde ganz kurz zentrifugiert, um die Kohlenteilchen zu entfernen, und 
die iiberstehenden klaren Fliissigkeiten zu Platten verarbeitet. Durch 
das kurze Zentrifugieren an sich diirfte die Bakterienzah] kaum vermindert 
worden sein. Ubrigens habe ich dieser Méglichkeit dadurch Rechnung 
getragen, daB auch die Kochsalzlésungsproben ohne Kohle gleich lang 
zentrifugiert und nur die Abgiisse zur Kultivierung verwendet wurden. 

In solchen Versuchen war die Anzah] der Typhuskolonien auf den 
von den Kochsalzlésungsproben verfertigten Platten unendlich, auf denen 
von den Kohlenabgiissen nur zahlreich. Die Kohle hatte also zwar einen 
Teil der Typhusbakterien gebunden, diese Bindung war aber in Anbetracht 
der geringen Menge der zugesetzten Bakterien nicht sehr stark. Daher 
erklart sich auch der in meinen friiheren Versuchen') erhobene Befund, 
daB bei Zusatz dichterer Typhusaufschwemmungen zur Kohle iiberhaupt 
keine Bindung feststellbar war. Der gleiche Versuch mit Choleravibrionen 
ergab in der Kochsalzlésungskontrolle sehr zahlreiche Kolonien, wahrend 
die von der Kohle gewonnene Fliissigkeit steril war. Es darf also eine 
stirkere Adsorbierbarkeit der Vibrionen als der Typhusbakterien von 
Kohle angenommen werden, welche sich auch darin dokumentiert, da8 
in den eben zitierten Versuchen auch bei Verwendung dichter Aufschwem- 
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mungen von Cholerabakterien eine deutliche Abnahme der Keimza))! 
nach Kohlenbehandlung festzustellen war. 

Die Kohlenwirkung auf den Desinfektionsvorgang durch Pheno! 
und Sublimat auf Typhusbakterien oder Choleravibrionen wurde zuerst 
in der Weise beobachtet, daB bestimmte Mengen der drei Bestandteile 
gemischt und die Mischungen nach entsprechender Zeit zu Platten ver. 
arbeitet wurden. AuBerdem wurden die Bakterien der Wirkung der beiden 
Desinfizientien ohne Kohle ausgesetzt und andererseits gleichen Mengen 
von Kohle ohne Phenol oder Sublimat zugesetzt. 


Versuch. 


0,1 g Kohle wurde mit je 2cem einer Quecksilberchloridverdiinnung 
1: 200000 oder 2cem Kochsalzlésung versetzt. Von diesen Aufschwem- 
mungen wurden wieder Verdiinnungen mit einem Sublimatgehalt von 
1: 1000000 und 1: 5000000 gemacht, ebenso die Kohlenaufschwemmuny 
mit reiner Kochsalzlésung zweimal um das Fiinffache verdiinnt. Gleiche 
Mengen des Quecksilberchlorids kamen auch ohne Kohlenzusatz zur An- 
wendung. Alle Proben und auch 1 cem Kochsalzlésung zur Kontrolle 
der Einsaat wurden mit je 0,1 cem einer 100000fachen Verdiinnung eine 
dichten Typhusaufschwemmung beimpft, etwa 1 Stunde unter mehr. 
maligem Umschiitteln stehengelassen und dann mit auf 45° C abgekiihltem 
Agar versetzt und zu Platten gegossen. 


Ergebnis. 

Hg Cl, allein: 1 : 200000 6 Kolonien; 1 : 1000000 6 Kolonien; 1 : 5000000 
ziemlich viele Kolonien. : 

HgCl, + Kohle: 1: 200000 sehr viele Kolonien; 1: 1000000 sehr 
viele Kolonien; 1 : 5000000 co Kolonien. 

Kohle allein: 1: 200000 co Kolonien; 1: 1000000 co Kolonien; 
1 : 5000000 co Kolonien. 

NaCl: co Kolonien. 

Derselbe Versuch, nur mit schwicheren Quecksilberchloridkonzen- 

trationen, ergab fiir Choleravibrionen folgendes Resultat : 

HgCl, allein: 1:5000000 6 Kolonien; 1: 25000000 4 Kolonien; 
1: 100000000 ¢ Kolonien. 

HgCl, + Kohle: 1: 5000000 méBig viele Kolonien; 1: 25000000 
sehr viele Kolonien; | : 100000000 sehr viele Kolonien. 

Kohle allein: 1: 5000000 sehr viele Kolonien; 1 : 25000000 sehr viele 
Kolonien; 1 : 100000000 sehr viele Kolonien. 

NaCl: sehr viele Kolonien. 

Ein weiterer Versuch mit Cholerabakterien und Phenol verlief folgender- 

maBen : 

Phenol allein: 0,5 Proz. 6 Kolonien; 0,2 Proz. 6 Kolonien; 0,1 Proz. 
ma&Big viele Kolonien; 0,03 Proz. sehr viele Kolonien; 0,01 Proz 
co Kolonien. 

Phenol + Kohle: 0,5 Proz. 6 Kolonien; 0,2 Proz. einzelne Kolonien: 
0,1 Proz. sehr viele Kolonien; 0,03 Proz. cc Kolonien; 0,01 Proz. 
co Kolonien. 

NaCl: co Kolonien. 
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Unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen verursacht also die 
Kohle eine starke Hemmung der Quecksilberchloridwirkung auf Typhus- 
und Cholerabakterien. Die Wirkung des Phenols auf letztere wird aber 
nur in geringerem MaBe abgeschwicht. Diese Hemmungswirkung der 
Kohle mu8 wohl auf eine Bindung der Desinfizien durch sie zuriickgefiihrt 
werden. Die Kohle allein beeinfluBte das Wachstum der zugesetzten 
Bakterien trotz Adsorption gar nicht, waihrend Erythrocyten, wie ich in 
friheren Versuchen') ermitteln konnte, von Kohle adsorbiert und gelést 
werden. Aus dieser Versuchsanordnung war aber nicht zu ersehen, wie- 
viel von Phenol und Quecksilberchlorid an die Kohle gebunden wird und 
wieviel in der Fliissigkeit zuriickbleibt und daher seine unverdnderte 
Wirkung auf die Bakterien ausiiben kann. Um einen genauen Einblick 
in diese Verhaltnisse zu gewinnen, war es erforderlich, die Kohle zunichst 
mit dem Desinfiziens zu beladen, dann die Fliissigkeit durch Zentrifugieren 
von der Kohle zu trennen und diese dann noch zu waschen. Das auf- 
geschwemmte Kohlensediment und die abgegossene Fliissigkeit konnten 
dann getrennt beziiglich ihres Einflusses auf die eingesiten Keime gepriift 
werden. Auf diese Weise lieB sich sowohl die Menge des freien und adsor- 
bierten Phenols oder Quecksilberchlorids als auch der Grad ihrer Wirksam- 
keit feststellen. 

Solehe Versuche wurden, um trotz der dabei unvermeidlichen Schwan- 
kungen ein klares Bild zu erhalten, in gréBerer Zahl angestellt. Die im 
folgenden angefiihrten Beispiele sollen den Verlauf und das Ergebnis der- 
artiger Versuche veranschaulichen. 


Versuch mit Phenol und Choleravibrionen. 


Je 0,1g Kohle wurde mit je 1 cem einer 0,5-, 2,5-, 5- und 10proz. 
Phenol-Kochsalzlésung versetzt, einige Zeit geschiittelt, dann abzentri- 
fugiert, griindlich gewaschen und in je 1 cem Kochsalzlésung aufgenommen. 
Abgemessene Mengen dieser Suspension und des ersten Abgusses wurden, 
wie in den friiheren Versuchen, mit je 1 cem einer 100000fachen Verdiinnung 
einer dichten Choleraaufschwemmung beimpft, gleichzeitig auch eine Reihe 
mit verschiedenen Quantitaéten einer Phenollésung. Nach einstiindigem 
Aufenthalt bei 36°C wurde der Inhalt der einzelnen Proben zu Platten 
verarbeitet. 

Kohle + leem 0,5proz. Phenol: 

Sediment: 0,8 cem sehr viele Kolonien; 0,2 cem sehr viele Kolonien. 
AbguB : 0,5ecem @ Kolonien; 0,2cem méaBig viele Kolonien; 
0,5cecem sehr viele Kolonien. 


Kohle + 1 cem 2,5proz. Phenol: 
Sediment: 0,8 cem viele Kolonien; 0,2 cem sehr viele Kolonien. 
AbguB : 0,l cem 6 Kolonien; 0,05 cem viele Kolonien; 0,02 cem 
viele Kolonien. 
Kohle + lcem 5proz. Phenol: 
Sediment: 0,8 cem viele Kolonien; 0,2 ccm sehr viele Kolonien. 


AbguB : 0,05cem @ Kolonien; 0,02 ccm méaBig viele Kolonien; 
0,01 cem sehr viele Kolonien. 


1) lie. 
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Kohle + leem 20proz. Phenol: 
Sediment: 0,8 cem einzelne Kolonien: 0,2 cem maBig viele Kolonie). 
AbguB: 0,02 cem 6 Kolonien; 0,01 cem wenig Kolonien ; 0,005 cen 
viele Kolonien. 
Phenol ohne Kohle: 
Il cem 0,1 proz. einzelne Kolonien; 0,05 proz. ziemlich viele Kolonien ; 
0,03 proz. viele Kolonien. 
NaCl: sehr viele Kolonien. 


Der Uberblick iiber diese Versuchreihe zeigt, daB, wenn 1 cem einer 
0,lproz. Phenollésung als einfache Desinfektionsdosis angenommen wird, 
beirn Versetzen der Kohle mit 5 bis 200 solecher Dosen ungefahr der gleiche 
Anteil, némlich zwei Drittel bis drei Fiinftel gebunden werden. Die pri- 
parierte Kohle vermag aber erst dann die Entwicklung der eingesiten 
Bakterien zu verhindern, wenn sie ungefaihr 100 desinfizierende Dosen 
enthalt. 

Versuche mit HgCl, und Choleravibrionen. 


Kohle + Leem HgCl,: 1: 20000000. 
Sediment: 0,8cem ziemlich viele Kolonien; 0,2cem sehr viele 
Kolonien. 
Abgu® : 0,.7ccm ma&Big viele Kolonien; 0,2cem sehr viele 
Kolonien. 
Kohle + Leem HgCl,: 1: 4000000. 
Sediment: 0,8 cem viele Kolonien; 0,2 cem sehr viele Kolonien. 
AbguB : 0,7 cem wenig Kolonien: 0,2cem sehr viele Kolonien 
Kohle + leem HgCl,: 1: 2000000. 
Sediment: 0,8 cem viele Kolonien; 0,2 cem sehr viele Kolonien. 
AbguB : 0,6cem wenig Kolonien; 0,2cem sehr viele Kolonien. 
Kohle + leem HgCl,: 1: 1000000. 
Sediment: 0,8 cem viele Kolonien; 0,2 cem sehr viele Kolonien. 
AbguB: 0,6 cem wenig Kolonien; 0,2 ccm viele Kolonien. 
Kohle + leem HgCl,: 1: 200000. 
Sediment: 0,4ccm maBig viele Kolonien; ©,2cem viele Kolonien. 
AbguB : 0,6cem wenig Kolonien; 0,2 cem viele Kolonien. 
Kohle + leem HgCl,: 1: 100000. 
Sediment: 0,8 cem 6 Kolonien; 0,2 cem @ Kolonien. 
AbguB : 0,6cem wenig Kolonien; 0,2 cem sehr viele Kolonien 
HgCl, ohne Kohle: 
leem 1: 25000000 @ Kolonien; Lecm 1: 50000000 @ Kolonien; 
leem 1: 100000000 maBig viele Kolonien. 
NaCl: sehr viele Kolonien. 


Vom Quecksilberchlorid geniigten viel geringere Quantitaéten zur Ab- 
tétung der gleichen Vibrionenmenge als vom Phenol. Das der Kohle zur 
Adsorption dargebotene HgCl, wurde so gut wie vollstandig gebunden 
An Kohle fixiert, vermochte jedoch das Quecksilberchlorid ebenfalls erst 
in einer etwa 100fach gréBeren Menge dieselbe Wirkung auf die Bakterien 
auszuiiben wie in freiem Zustande, wie sich aus dem Versuchsprotokoll 
ergibt. Es verhalten sich also Phenol und Quecksilberchlorid in dieser 
Beziehung ganz gleich, was bei der verschiedenen chemischen Konstitution 
und Wirkungsweise der beiden Kérper auf Bakterien sehr bemerkens- 
wert ist. 
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Aus dem Umstande, daBi die verwendete Quecksilberchloridmenge 
von der Kohle vollstandig, die des Phenols nur etwa zu zwei Drittel ge- 
hunden werden, erklart sich der in den friiheren Versuchen mit gleich 
zeitigem Zusatz von Desinfizienskohle und Bakterien erhobene Befund, 
daB die Wirkung des Quecksilberchlorids sowohl auf Typhus- wie Cholera- 
bakterien sehr stark, die des Phenols auf Choleravibrionen nur in geringem 
Grade durch die Kohle gehemmt wird, weil der nicht gebundene Anteil 
des Phenols noch zu einer betrachtlichen Wirkung auf die Keime geniigt. 


Versuch mit HgCl, und Typhusbakterien. 


Dieser Versuch ist genau in derselben Weise ausgefiihrt wie der ent 
sprechende mit Choleravibrionen. Es wurden blo8 infolge der héheren 
Resistenz der Typhusbakterien konzentriertere Quecksilberchloridlésungen 
verwendet. 

Kohle + 2cem HgCl,: 1: 1000. 

Sediment: 0,6cem 6 Kolonien; 0,2cem 6 Kolonien: 0,1 cem ein- 
zelne Kolonien. 
AbguB : 0,leem @ Kolonien; 0,03cem 6 Kolonien; 0,01 cem 
6 Kolonien; 0,005 cem miaBig viele Kolonien. 
HgCl, ohne Kohle: 
leem 1:500000 @ Kolonien; Icem 1: 2000000 ziemlich viele 
Kolonien; leem 1: 10000000 viele Kolonien. 


NaCl: sehr viele Kolonien. 


Da zur Wachstumsverhinderung der eingesiten Typhusmenge | cem 
einer 500000fachen HgCl,-Verdiinnung nétig war, so enthielten 2 ccm 
einer 1000fachen Verdiinnung 1000 Desinfektionsdosen, von denen etwa 
800 von der Kohle adsorbiert wurden und von denen 80 bis 160 Sterilisation 
bewirkten. Es waren also ungefahr ebensoviel wie bei Cholera zu diesem 
Zwecke erforderlich. 

Aus den angefiihrten Versuchen geht deutlich hervor, daB sowohl 
bei gleichzeitigem Zusatz von Kohle, Antiseptikum und Bakterien als 
auch bei Einwirkung der mit dem Antiseptikum priaparierten Kohle eine 
sehr bedeutende Vermehrung der zur Sterilisation erforderlichen Menge 
desselben erforderlich ist, welche nur bei ersterer Versuchsanordnung fiir 
das Phenol infolge seiner unvollstaéndigen Adsorption an Kohle geringer 
ist. Eine weitere Frage, die besonders, mit Beziehung auf meine friiheren 
Versuche, nach denen die Beladung der Kohle mit verschiedenen Toxinen 
ihr Adsorptionsvermégen fiir das spezifische Antitoxin erhéht oder herab- 
setzt, je nach der Beeinflussung des betreffenden Toxins, von Interesse 
war, ist die, ob die mit Phenol oder Quecksilberchlorid vorbehandelte 
Kohle in ihrem Bindungsvermégen fiir Bakterien verindert wird. Da die 
Choleravibrionen in den verwendeten Mengen schon von reiner Kohile 
vollstandig adsorbiert wurden, beziehen sich die folgenden Versuche auf 
Typhusbakterien, die unter den eingehaltenen Bedingungen von der un- 
vorbehandelten Kohle nur teilweise an sich gerissen wurden. 

Es wurde wieder je 0,1g Kohle in der schon beschriebenen Weise 
mit Phenol oder HgCl, beladen und griindlich gewaschen; die gleichen 
Kohlenmengen wurden auch mit Kochsalzlésung behandelt und gewaschen. 
In die mit je leem Kochsalzlésung bereiteten Kohlenaufschwemmungen 
und in 1 eem Kochsalzlésung erfolgte die Einsaat von je 0,1 com 100000fach 
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verdiinnter Typhusaufschwemmung. Unter éfterem Schiitteln blieben 
die Réhrehen % bis 34 Stunden stehen. Dann wurden sie ganz kurz zentri- 
fugiert, bis sich eben die Kohlenteilchen abgesetzt hatten und die iiber-. 
stehende Fliissigkeit abgegossen werden konnte. In der gleichen Weise 
wurde auch die NaCl-Kontrolle behandelt. Die Abgiisse und Kohlen- 
sedimente wurden nun zu Platten verarbeitet. Der Keimgehalt der Abgiisse, 
in gewisser Hinsicht auch der der Kohlen, sollte einen MaBstab ergeben 
fiir den Grad der erfolgten Adsorption. Durch Vergleich der Abgiisse 
von den Kohlenproben mit den gleich lange zentrifugierten der Kochsalz- 
kontrollprobe konnte eine durch das kurz dauernde Zentrifugieren eventuel! 
doch eingetretene Keimverminderung mit beriicksichtigt werden. 

Ein derartiger Versuch mit verschiedenen Konzentrationen von Pheno! 
and HgCl, ist nachstehend angefiihrt. 


Versuch. 


0,1 g Kohle + 2cem 10proz. Phenol: Sediment: sehr viele Kolonien. 
AbguB : sehr viele Kolonien. 


0,1g Kohle + 2cem 33 proz. Phenol: Sediment: viele Kolonien. 
AbguB : sehr viele Kolonien, 


0,1 g Kohle + 2cem HgCl,, 1: 200000: Sediment: sehr viele Kolonien. 
AbguB: sehr viele Kolonien, 


0,1 g Kohle + 2cem HgCl,, 1: 100000: Sediment: sehr viele Kolonien. 
AbguB: sehr viele Kolonien. 


0,1 g Kohle + 2cem HgCl,, 1: 30000: Sediment: wenig Kolonien. 
AbguB: sehr viele Kolonien. 


0,1 g Kohle + 2ccm HgCl,, 1: 10000: Sediment: 64 Kolonien. 
AbguB : 6 Kolonien. 


0,1 g Kohle + 2cem NaCl: Sediment: sehr viele Kolonien. 
AbguB: sehr viele Kolonien. 


Aus diesem Versuch geht hervor, da8 nur bei Zusatz der sterilisierenden 
Menge von Quecksilberchlorid zur Kohle der AbguB, aber auch das Kohlen- 
sediment frei von entwicklungsfaihigen Keimen waren, da aber bei Ver- 
wendung aller anderen Konzentrationen, sowohl unwirksamer als auch 
unvollkommen sterilisierender, die Anzahl] der Keime in solchen Abgiissen 
ungefahr gleich war mit der in den Abgiissen von unvorbehandelter Kobe. 

Wenn wir nunmehr auf Grund dieser experimentellen Ergebnisse 
auf eine Diskussion der oben aufgeworfenen Frage, betreffend das ver- 
anderte Adsorptionsvermégen der Phenol- und Quecksilberchloridkohle fiir 
Bakterien, eingehen, so miissen wir iiberlegen, ob der Befund von der 
Keimfreiheit des Abgusses einer reichlich mit Desinfiziens beladenen Kohile 
einen zwingenden Grund liefert fiir die Annahme einer staérkeren Adsorption 
der Typhusbakterien durch die Quecksilberchloridkohle gegeniiber der 
durch die reine Kohle ausgeiibten. Fiir eine solche Annahme miiBte die 
Moéglichkeit ausgeschlossen werden kénnen, daB auch durch eine solche 
Quecksilberchloridkohle nur eine gleiche Zahl der Bakterien adsorbiert 
wird wie von den anderen Kohlen, die Abtétung der nicht adsorbierten 
Keime jedoch durch Aufnahme eines Teiles des an die Kohle gebundenen 
Sublimats erfolgt. Diese Méglichkeit mu8 in Erwagung gezogen werden, 











en 


en 


Iz- 
ell 


10] 


KinfluB der Kohlenadsorption auf Vergiftung und Entgiftung. 165 


da die Kohlenadsorption doch einen reversiblen Vorgang darstellt und 
auch die Unschadlichmachung der an die Kohle adsorbierten Bakterien 
nur in der Weise erfolgen kann, da8 eben ein Teil des Desinfiziens von der 
Kohle in die Keime eindringt, und zwar so viel, bis ein Gleichgewicht 
in die Verteilung des giftigen Kérpers zwischen Kohle und Bakterien her- 
gestellt ist. Aus diesem Verhaltnis erklart sich auch der erhéhte Bedarf 
an Desinfiziens nach dessen Adsorption an Kohle gegeniiber der in freiem 
Zustande, d. h. in wasseriger Lésung wirksamen Dosis, da aus einem solchen 
Medium mit dem nach der Desiafektionslehre giinstigen Zusatz von Salzen 
die Aufnahme in die Bakterien leicht und sehr weitgehend erfolgt. Die 
Reversibilitat der Giftbindung durch Kohle — und als ein Gift fiir die 
Bakterienzelle ist ja das Antiseptikum anzusehen — tritt nur in kaum 
nachweisbarem oder geringem MaBe ein, wenn die Kohle mit wasserigen 
Lésungen, aus denen die Adsorption des Giftes stattgefunden hat, behandelt 
wird. Wenn jedoch die giftbeladene Kohle mit den empfindlichen Zellen 
in Beriihrung gebracht wird, findet eine Aufnahme von Gift durch sie 
nicht nur im Tierkérper mit seinen speziellen Kraften (Resorption usw.) 
statt, sondern auch in vitro, wie meine erwahnten Versuche') iiber die 
Lyse von Erythrocyten zeigen, welche einer mit Vibriotoxin vorbehandelten 
Kohle zugesetzt wurden. 

DaB dabei die Lyse ohne Adsorption der Erythrocyten an die gift- 
beladene Kohle erfolgen kann, léB8t der folgende Versuch annehmen: 
0,1 greiner Kohle vermochte nicht 0,1 ccm 5proz. ungewaschenes Kaninchen- 
blut zu lésen, auch nicht die gleiche, mit 10 lésenden Giftdosen beladene 
Kohlenmenge, so da8 eine Adsorption der Blutkérperchen, welche Lyse 
zur Folge hat, auszuschlieBen ist. Diese wurde jedoch noch hervorgerufen 
durch 0,014 g Kohle, wenn 0,1 g derselben 50 lésende Dosen an sich gerissen 
hatten. Es wire wohl denkbar, daB, obwohl von der mit 50 lésenden Dosen 
beladenen Kohle an reine Kochsalzlésung keine zur Lyse ausreichende 
Toxinmengen abgegeben werden, diese kleinen Mengen in einer Blut- 
aufschwemmung sofort von den Erythrocyten aufgenommen werden, so 
daB wieder eine neue Giftportion von der Kohle an die NaCl-Lésung iiber- 
geht, die neuerdings von den roten Blutkérperchen fixiert wird. Dieser 
Vorgang diirfte sich so lange wiederholen, bis ein Gleichgewicht in der 
Toxinverteilung zwischen Kohle und Erythrocyten besteht, bei welchem 
Gleichgewicht eben die Blutzellen eine zur Auflésung ausreichende Menge 
von Himolysin enthalten. 

Eine weitere Frage, die mit der erhéhten Adsoryftionskraft vor- 
behandelter Kohlen in engem Zusammenhang steht, ist die, ob die an 
Kohle gebundenen Keime eher das Antiseptikum aufnehmen kénnen 
als die nicht adsorbierten. Fiir eine solche Begiinstigung wiirde der Befund 
sprechen, daB in den Abgiissen von Kohlen, die mit zur Desinfektion nicht 
ausreichender Mengen von Antiseptikum beladen waren, nicht weniger 
Keime vorhanden waren als in denen von unvorbehandelten Kohlen, 
diese selbst aber mehr vermehrungsfahige Bakterien enthielten als erstere. 
Dagegen mu8 hervorgehoben werden, daB in den angefiihrten Versuchen 
verhaltnismaéBig gleiche Dosen von Quecksilberchlorid sowohl fiir Cholera- 
als Typhusbakterien zur Desinfektion erforderlich waren, obwohl erstere 
in den angewandten Mengen von der Kohle vollstandig, letztere nur teil- 
weise adsorbiert wurden. 
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Da also der Befund von der Keimfreiheit des betreffenden Kohlen- 
abgusses nicht eindeutig verwertbar ist, iiberdies die genaue Ermittlung 
von Differenzen der Keimzellen, wenn sie nicht betrachtlich sind, bei 
derartigen Versuchen kaum mit geniigender Sicherheit vorzunehmen ist, 
muBten zur Entscheidung der diskutierten Fragen weitere Versuche vor. 
genommen werden. 

Infolge der sehr guten Adsorbierbarkeit von Choleravibrionen dure) 
Kohle war es auch bei Verwendung dichterer Aufschwemmungen, welch 
deutlich triibe waren, méglich, eine merkliche Bindung, erkennbar durc! 
Triibungsabnahme der urspriinglichen Aufschwemmung, zu_ erzielen 
Durch eine solche Versuchsanordnung lieB sich nicht nur entscheiden, 
ob die mit Quecksilberchlorid praparierte Kohle mehr Vibrionen adsorbiert 
als die mit reiner Kochsalzlésung vorbehandelte, in welchem Falle der 
Triibungsgrad der beiden Kohlenabgiisse verschieden sein miiBte, sondern 
auch, ob die nicht adsorbierten Bakterien durch Aufnahme von seitens de: 
Kohle abgegebenen Sublimats ihrer Keimfihigkeit beraubt worden waren. 

Fiir derartige Versuche wurden den Kohlen wegen der Verwendung 
weitaus gréBerer Bakterienmengen viel konzentriertere Sublimatlésungen 
als in den friiheren Versuchen dargeboten. Je 0,1 g Kohle wurde in den 
einzelnen Experimenten mit je | bis 2cem einer HgCl,-Lésung 1: 100 
oder NaCl-Lésung versetzt. Die Kohlen wurden sehr griindlich gewaschen, 
um ein Zuriickbleiben nicht gebundenen Sublimats ausschlieBen zu kénnen, 
und ihnen dann je lecem einer Choleraaufschwemmung zugesetzt, dic 
ein bis zwei Osen in 10 cem Kochsalzlésung enthielten. Die Proben blieben 
unter 6fterem Umschiitteln 20 bis 30 Minuten bei Zimmertemperatur 
stehen und wurden dann kurz zentrifugiert, bis sich eben die Kohle ab- 
gesetzt hatte und die iiberstehenden Fliissigkeiten sich abgieBen lieBen, 
Der Keimgehalt der Abgiisse der Quecksilberchlorid- und der Kochsalzkohle, 
ebenso die der urspriinglichen Aufschwemmung wurde nun durch Messung 
der Triibung beurteilt. In den beiden Kohlenabgiissen war eine deutliche 
Abnahme der Triibung gegeniiber der nicht adsorbierten Aufschwemmung 
festzustellen; dagegen konnte zwischen den beiden Abgiissen in keinem 
Versuch ein Unterschied beobachtet werden. Aus diesem Befunde mut 
angenommen werden, daB der mit Quecksilberchlorid vorbehandelten Kohl: 
kein erhéhtes Adsorptionsvermégen fiir Choleravibrionen zukommt. 


In Fortsetzung des Versuchs wurden die Kohlensedimente in je 1 ccm 
NaCl-Lésung aufgenommen und ebenso wie die Abgiisse teils in Bouillon 
geimpft, teils zu Platten verarbeitet. In allen aufgestellten Versuchen 
blieben die Kulturen von den Sedimenten und Abgiissen der HgCl,-Kolile 
steril, waihrend die von der Kochsalzkohle iippiges Wachstum zeigten 
Durch diesen Befund ist bewiesen, da8 auch die im Abgu8 der Quecksilber- 
chloridkohle befindlichen, also nicht adsorbierten Vibrionen so viel Sublimat 
aufgenommen hatten, daB sie sich nicht mehr entwickelten, oder mit anderen 
Worten, daB die Sublimatkohle auch nicht adsorbierte Vibrionen zu sterilisieren 
vermag. Ubrigens zeigten auch Versuche mit den Waschwissern der Hg(l,- 
Kohle, da8 an die Kochsalzlésung geniigende Mengen Quecksilberchlori: 
von der Kohle abgegeben werden, um Entwicklungshemmung der ein- 
gesiten Keime zu bewirken. Denn selbst wenn 1 cem des 15. Wascl- 
wassers, in dem rechnungsgem&B8 so gut wie kein freies HgCl, mehr vor 
handen sein konnte, mit leem der benutzten Vibrionenaufschwemmung 
versetzt wurde, blieben alle mit dieser Fliissigkeit beeinfluBten Nahrbéden 
steril. 
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Inwieweit obige Erwagungen beziiglich der verainderten Adsorptions- 
kraft vorbehandelter Kohlen auch fiir die zitierten Versuche Bechholds 
Geltung beanspruchen kénnen, ist schwer zu beurteilen. Seine Mitteilungen 
enthalten namlich nur die Angabe, da8 die von ihm verwendeten Silber- 
und Kieselsiurekohlen auGBer sehr stark desinfizierenden Eigenschaften 
auch eine erhéhte Adsorptionskraft fiir die untersuchten Keime besaBen. 
Unter diesen befanden sich auBer Staphylokokken auch Koli- und Typhus- 
bakterien. Fiir die Adsorptionsversuche febhlen aber detaillierte Zahlen- 
angaben iiber die erzielten Bindungsergebnisse mit gewéhnlicher oder 
praparierter Koble, und es wird nur angefiihrt, daB8 die Bindungszeit zur 
Vermeidung einer Keimschaédigung durch das Desinfiziens ganz kurz 
gewahlt wurde. Ob diese Méglichkeit dadurch auszuschlieBen ist, mul 
dahingestellt bleiben, um so mehr, als auch die Herstellungsart der von 
ihm verwendeten Kohlenpraparate, welche fabriksmaBig vorgenommen 
wurde, nicht naher beschrieben ist. Méglicherweise kommen diesen Pra- 
paraten durch Veranderung der Kohlenoberfliche besondere Figenschaften 
zu, wofiir die Angabe spricht, da8 sie auch fiir Farbstoffe ein erhdhtes 
Adsorptionsvermégen besitzen. 

SchlieBlich sei noch auf eine Méglichkeit hingewiesen, die mit dazu 
beitragen kénnte, das gréBere Erfordernis an Phenol und Quecksilber- 
chlorid zur Desinfektionswirkung bei Bindung derselben an Kohle zu be- 
dingen. Wenn nfmlich durch die Kohlenadsorption der Typhus- und 
Cholerabakterien eine solche Modifikation erfolgt sein sollte, wie sie in 
den Versuchen von Morgenroth, Berger und Schnitzer mit Pneumokokken 
und einer Optochinhefeausschwemmung erzielt wurde, welche Modifikation 
eine stark erhéhte Resistenz gegen Optochin aufwies, ware aus diesem 
Grunde der erhéhte Bedarf an den beiden Antiseptica erklarlich. Unter 
den eingehaltenen Versuchsbedingungen hat sich jedoch nach den bis- 
herigen Beobachtungen kein Anhaltspunkt fiir die Annahme einer solchen 
Modifikation ergeben, die wahrscheinlich eine Spezialitét des Pneumo- 
kokkus darstellt und mit weitgehenden Verinderungen des urspriinglichen 
Stammes nach Einwirkung der Hefe und des Optochins einhergeht. Ubrigens 
ist das Auftreten einer derartigen Modifikation, welche gegen das Des- 
infiziens um so viel resistenter ist, deshalb unwahrscheinlich, weil sowohl! 
fiir die von der Kohle vollstandig adsorbierbaren Choleravibrionen als auch 
fiir die nur teilweise adsorbierten Typhusbakterien die Erhéhung des 
Sublimatbedarfs die gleiche war. 


Versuchsergebnisse. 


1. Das an Kohle adsorbierte Cholesterin verleiht dieser eine héhere 
Bindungskraft fiir Saponin als sie unter gleichen Umstanden unvor- 
behandelter Kohle zukommt und vermag entsprechende Mengen von 
Gift unschadlich zu machen. Umgekehrt vermag auch die mit Saponin 
beladene Kohle unter geeigneten Bedingungen etwas mehr Cholesterin 
zu binden als gewéhnliche. 

2. Die Desinfektionskraft von Phenol und Sulbimat sowohl fiir 
Choleravibrionen als auch fiir Typhusbakterien wird durch die An- 
wesenheit von Kohle mehr oder weniger stark herabgesetzt. Die Ver- 
minderung der Desinfektionskraft ist abhangig von dem Grade, in dem 
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die beiden Kérper von der Kohle gebunden werden. Infolge unvol!- 
stindiger Bindung des Phenols ist sie fiir dieses viel weniger aus. 
gesprochen als fiir Sublimat, das in den verwendeten Mengen so gut 
wie vollstindig von der Kohle gebunden wird. 

Werden mit Phenol oder Sublimat vorbehandelte Kohlen den 
Bakterien zugesetzt, so ist zur Erreichung von Sterilisation fiir beide 
untersuchten Bakterien ungefihr hundertmal so viel nétig, als wenn 
die beiden Antiseptika in freiem Zustande vorhanden sind. 

Eine héhere Adsorptionskraft der Sublimatkohle kann aus den 
Versuchsergebnissen fiir Typhusbakterien nicht mit Sicherheit an. 
genommen werden, fiir Choleravibrionen ist sie auszuschlieBen. 


SchluBfolgerungen. 


Wenn wir nun die vorliegenden Versuche, die sich mit dem Ein- 
fluB der Kohle auf chemisch wohldefinierte Kérper beziiglich deren 
Reaktionsfahigkeit sei es als Gifte, sei es als Gegengifte, beschaftigen, 
im Zusammenhang betrachten mit unseren friheren, ahnlichen Ver. 
suchen, welche ausschlieBlich chemisch unbekannte, mit Proteinen 
in inniger Beziehung stehende Kérper antigenen Charakters und ihre 
Antikérper umfassen, so ]aBt sich ein einheitliches charakteristisches 

ferhalten fiir die eine oder die andere Gruppe von Kérpern nicht er- 
kennen, auch dann nicht, Wenn wir zuniachst nur die Giftwirkung der 
verschiedenen Substanzen fiir die entsprechenden Zellen in Betracht 
ziehen. Ist doch der Endeffekt, der uns als Vergiftung oder Entgiftung 
imponiert, bei den einzelnen Versuchsgruppen infolge ihrer verschiedenen 
Anordnung von ungleichen Faktoren abhingig, so daB es erklarlich ist, 
wenn der antigene Charakter eines Stoffes an sich nicht ausschlieBlich sein 
Verhalten in dieser Richtung bestimmt. 

Da also die chemische Natur der gepriiften Stoffe nicht allein 
fiir die beobachteten Differenzen der Kohlenwirkung verantwortlich 
gemacht werden kann, sondern auch ihre verschiedenen Wirkungs- 
bedingungen beriicksichtigt werden miissen, laBt sich ein Vergleich 
zwischen ihnen nicht ohne weiteres anstellen. Die bekannte, ent- 
giftende Wirkung der Kohle kam daher in sehr ungleichem Grade 
zum Vorschein. Das AusmaB der Entgiftung ist vor allem abhangig von 
der Verteilung des giftigen Stoffes zwischen Kohle und Zellen. Diese 
Verteilung ist aber bedingt durch die Aviditat der Gifte zu den be- 
treffenden Zellen einerseits und die Festigkeit der Kohlenbindung 
andererseits. Fiir letztere ist, abgesehen von der Aufnahmefahigkeit 
des empfindlichen Zellsubstrats, die Beschaffenheit des Adsorbendums 
von EinfluB. Sie wird verschieden sein, je nach dem chemischen 
Charakter des Adsorbendums und der Art des Milieus, insbesondere 
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je nachdem der Giftstoff rein ist oder mit zahlreichen mehr oder minder 
gut adsorbierbaren Begleitstoffen vergesellschaftet ist, wie es fiir die 
antigenen Gifte der Fall ist. Je mehr gut adsorbierbare Begleitstoffe 
vorhanden sind, desto geringer wird die Festigkeit der Giftbindung sein. 

Bei Beriicksichtigung dieser Umstande ist es wohl verstiandlich, 
daB die einzelnen untersuchten Gifte nach ihrer Adsorption durch Kohle 
ein recht verschiedenes Verhalten gegeniiber den empfindlichen Zellen 
zeigten. So wurde das Diphtherie- und Tetanusgift zwar in sehr be- 
trichtlichem MaBe von Kohle gebunden, aber nur sehr geringe 
Mengen davon so weit festgehalten, daB bei Einbringung der Giftkohle 
in den Tierkérper keine Toxinwirkung mehr eintrat. Bei diesen beiden 
Toxinen mag die Abspaltung im Tierkérper eine besondere Rolle spielen, 
so daB sie sich aus diesem Grunde nicht vergleichen lassen mit den im 
Reagenzglas wirkenden Giften. Dagegen diirfte eine Gegeniiber- 
stellung der beiden Blutgifte, Kadikjétoxin und Saponin, die beide 
Erythrocyten in vitro auflésen, méglich sein. Von dem ersteren mit 
antigenem Charakter werden 20 lésende Dosen von 0,1 g Kohle voll- 
standig gebunden und nur Bruchteile einer lésenden Dosis an Blut 
abgegeben. Von 20 lésenden Saponindosen wird zwar auch ein grober 
Teil gebunden, aber mehr als die Hilfte wieder zu Blut abgegeben, 
woraus eine starkere Entgiftung des antigenen Giftes hervorgeht. Die 
Versuche mit Phenol und Quecksilberchlorid haben gezeigt, daB erst 
bei Adsorption von ungefahr 100 desinfizierenden Doseh ein deutlicher 
Sterilisationseffekt hervorgebracht wird. Fiir diese starke Kohlen- 
wirkung ist es sicher von Bedeutung, daB die beiden Antiseptica als 
chemisch reine Kérper ohne Begleitstoffe, welche die Adsorptionskraft 
der Kohle herabsetzen, gebunden werden. 

Die angefiihrten Daten zeigen mit aller Deutlichkeit, dab, wie 
bereits betont wurde, eine einheitliche Beurteilung der Entgiftungs- 
prozesse fiir die einzelnen Stoffe durch Kohle unstatthaft ist. Deshalb 
hat es sich auch als unméglich herausgestellt, zwischen Giften mit 
antigenen Eigenschaften und anderen einen charakteristischen Unter- 
schied bei der Kohlenadsorption und Entgiftung festzustellen, sondern 
es konnte nur die Erkenntnis gewonnen werden, daB die fiir die Un- 
schidlichmachung des Giftes maBgebende Verteilung desselben zwischen 
den beiden Phasen — Kohle und Zelle — in jedem einzelnen Falle 
infolge der verschiedenen Wirkungsbedingungen erst  ermittelt 
werden muB. 

Dieselbe Betrachtungsweise diirfte auch Geltung haben, wenn wir 
bei den antigenen Giften an Stelle der empfindlichen Zellen den spezifi- 
schen Antikérper setzen. In solchen Versuchen zeichnet sich das adsor- 
bierte Himotoxin des Vibrio Kadikjé dadurch aus, daB es durch noch 
geringere Antitoxinmengen als in freiem Zustande unschiadlich gemacht 
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wird, daB also der gréBere Teil des Toxins sich auf das Antitoxin vertei|t 
und in der Kohle nur so viel zuriickbleibt, als von ihr gegentiber Erythro. 
cyten festgehalten werden kann. Das Diphtherie- und noch mehr das 
Tetanusgift bediirfen jedoch zu ihrer Neutralisation einen sehr grobe. 
Antitoxiniiberschu8. Dieses Erfordernis diirfte zuriickzufiihren sei), 
nicht nur auf die grobe Giftaviditét der betreffenden Zellen und div 
speziellen Verhiltnisse des Tierkérpers, sondern auch auf die Beein- 
flussung der Toxin-Antitoxinbindung durch die Kohle. 

Letztere Annahme driingt sich auf, wenn man sieht, dab alle drei 
Antitoxine bei vorheriger Bindung an Kohle fiir ihre spezifischen 
Toxine fast vollstandig wirkungslos werden, wihrend sie im Moment 
der Adsorption noch mehr oder weniger wirksam sind. Nach langerer 
Adsorptionszeit miiBte dann das Antitoxin irgend eine Modifikation 
erleiden, die seine Reaktionsfahigkeit mit dem Toxin bis zur védlligen 
Wirkungslosigkeit herabsetzen kann. Vielleicht spielt die mit der Zeit 
zunehmende Festigkeit der Adsorptionsverbindung, wie sie fiir Toxin 
direkt nachweisbar war, dabei eine Rolle. Auch das Bindungsvermiégen 
der Toxinkohle fiir ihr Antitoxin kann fiir die obige Annahme ver- 
wertet werden. Die Kadikjékohle adsorbiert nimlich sogar mehr 
spezifisches Serum als reine, wihrend das Tetanus- und Diphtheriegift 
die Bindungskraft der Kohle fiir Antitoxin herabsetzen. Diese Ver. 
haltnisse begiinstigen eine rasch eintretende Neutralisation des Hiimo- 
toxins bevor das Antitoxin seihe Wirksamkeit einbiiBt. Die in diesen 
Versuchen sich anzeigende schwiichere Aviditat des Diphtherie- und 
namentlich des Tetanustoxins erfordern eine langere Neutralisations- 
zeit, wahrend welcher das Antitoxin bereits weitgehend beeinflubt 
wird. Eine Veranderung des Tetanus- und Diphtheriegiftes durch dix 
Kohlenadsorption ist unwahrscheinlich, da ja das gebundene Gift bei 
Einbringung der Kohle in den Tierkérper in hohem MaBe und in typischer 
Weise wirksam ist. Gerade die krankmachende Wirkung eines Toxins 
unterliegt aber sonst eher einer Abschwichung als sein Bindungs- 
vermégen. 

SchlieBlich sei auch noch auf das Verhalten des Cholesterins hin- 
gewiesen, welches zwar die entgiftende Fahigkeit mit dem eigentlichen 
Antitoxin gemeinsam hat, sich sonst aber in mehrfacher Beziehung 
von diesem unterscheidet. Auch mit der Kohlenadsorption laBt sich 
ein sehr deutlicher Unterschied feststellen, indem das Cholesterin auch 
nachdem es bereits an Kohle adsorbiert ist, noch immer die Fahigkeit 
besitzt, Saponin zu neutralisieren, also in dieser Beziehung durch dir 
Kohle nicht beeinfluBt wird. 








Eine neue Elektrode zur H-lonenbestimmung mit Chinhydron. 
Von 
Ladislaus Smolik. 


(Mitteilung der landwirtschaftlichen Versuchsanstalt in Brno, 
Tschechoslowakei. ) 


(Eingegangen am 26. Mdrz 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Haber wnd Russ!) haben darauf aufmerksam gemacht, daB der 
metallische Wasserstoff der Platin-Wasserstoffelektrode durch Chin- 
hydron sich ersetzen laBt [(C,H,(OH), = C,H,O, + H,). 


Die genannten Forsecher haben die rasche Einstellung sowie die Un- 


abhangigkeit des Potentials von der zugegebenen Menge des Chinhydrons 
x 7 


hervorgehoben. Die sehr genauen Arbeiten von Biilmann*) und seinen 
Mitarbeitern haben die Messung der py-Werte fiir verschiedene Ficher 
zuginglich gemacht. Anderé Forscher, die an der Vereinfachung der 
Py-Messung mittels der Chinhydronelektrode gearbeitet haben, sind: 
S. Veibel’), F. Auerbach*), M. Trénel®), Schdfer*) und E£. Mislowitzer"). 
Mislowitzer hat eine sehr praktische Doppelelektrode konstruiert, bei 
welcher die Bezugs- und Ableitungselektroden miteinander verbunden 
sind. Die Verbindung der beiden Fliissigkeiten ist durch den Glasschliff 
méglich gemacht (Trénel hat fiir diesen Zweck ein Diaphragma benutzt). 
Diese Doppelelektrode Mislowitzers bietet viele Vorteile. 

Wir beabsichtigten, die p,-Messung in Eprouvetten und ahnlichen 
GefaBen, wie z.B. H.R. Christensen®*) vorgeschlagen hat, durch- 
zufiihren. Zu diesem Zwecke wurden Versuche gemacht, eine praktische 
Elektrode herzustellen. Dabei wurde an den Gedanken von Mislowitzer, 
die Fliissigkeiten mittels Glasschliff zu verbinden, angekniipft. Die 
neue Form der Elektrode ist aus der Abbildung ersichtlich. 


') Zeitschr. f. physik. Chem. 47, 1904. 

*) Ann. de Chim. 9, 1921. 

3) Transact. of the Chem. Soc. 123, 1923. 

*) Zeitschr. f. physik. Chem. 1924. 

5) Zeitschr. f. Elektrochem. 1924; Intern. Mitt. f. Bodenk. 1924. 
*) Zeitschr. f. Elektrochem. 1925. 

7) Diese Zeitschr. 159, 1925. 

5) Intern. Mitt. f. Bodenk. 1924. 
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Auf ein langes Glasrohr (Durchmesser 10 mm) ist mittels 
eines sorgfiltigen Glasschliffes eine Kappe aufgesetzt. Die Poren 
des Glasschliffes werden mit der ge- 
sittigten KCl-Lésung getriinkt (wie bei der 
Mislowitzerschen Doppelelektrode), sodann 
- wird die geschlossene Réhre mit irgend eine: 
Standardlésung, enthaltend Chinhydron, 
beschickt und mit durchgebohrtem Stépsel, 
durch welchen die Platinelektrode hin. 
durchgeht, verschlossen. Die zweite Elek- 
trode ist in der Nahe der Vergleichs- 
elektrode angebracht. Die beiden Elektroden 
(Chinhydronkette) werden mit einem Stépsel, 
durch welchen noch ein Thermometer hin. 
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chtyarer | ’ durchgeht, festgehalten. 

Act 2 Die neue hier beschriebene Elektrode 
dhintydiren erméglicht weitaus bequemere py-Messung. 
da sie sehr leicht abgespiilt werden kann. 
Die Benutzung der breiteren Eprouvetten 
in Verbindung mit dieser Elektrode gestattet das Arbeiten in Serien 
(z. B. in der Bodenkunde). Die Standardlésung der Vergleichs- 


elektrode kann tiglich erneuert werden, oder man nimmt eine Korrektion, 
ganz ahnlich wie bei Mislowiizers Doppelelektrode. 
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I. Gegeniiberstellung der im Laboratorium gebriiuchlichen Samen- 
desinfektionsmittel und der bekannten Beizmittel zur Bekimpfung 
« der Brandkrankheiten des Getreides. 

Fiir die sterile Aufzucht der héheren Pflanze ist die Sterilisation 
der Samen, d. h. die Vernichtung sdmélicher am Korne haftender Keime 
Vorbedingung. Das Beizen der Getreidekérner zur Vernichtung der 
Brandsporen kann als ein Sonderfall der Samensterilisation aufgefabt 
werden, da wir hier meist nur das Aufkommen eines bestimmten Parasiten 
verhindern wollen. Trotzdem ist zwischen den im Laboratorium ge- 
fundenen Samendesinfektionsmetheden fiir physiologische Unter- 
suchungen und den in der Praxis eingebiirgerten Beizmitteln zur Ver- 
hiitung der Brandkrankheiten des Getreides heute noch eine uniiber- 
briickliche Kluft. Von theoretischer Seite ist man mit der Aufsuchung 
geeigneter, sicher wirkender Desinfektionsmittel, die gleichzeitig fiir 
das Samenkorn unschidlich sind, beschaftigt. Die Praxis strebt nach 
geeigneten Desinfektionsmitteln zur Bekimpfung bestimmter, an den 
Samen haftender Krankheitskeime. Im Prinzip handelt es sich in 
beiden Fallen um das gleiche. Beide Verfahren wollen eine rasche und 
sichere Abtétung anhaftender Keime bei méglichst geringer Schadigung 
der Samen erreichen. Im Laboratorium strebt man die sogenannte 
Totaldesinfektion an, auf dem Felde handelt es sich meistens um dic 
Abtétung ganz bestimmter Keime. Allerdings haben beide Methoden 
viel Gemeinsames, denn es ist nicht anzunehmen, daB die in der land- 
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wirtschaftlichen Praxis gebrauchlichen Mittel nur spezifischdie Abtétung 
dieses einzigen Schadlings erzielen werden. Manche Beizen, so z. B. das 
Uspulun, werden schon als vielseitig wirkendes Priparat in den Handel 
gebracht. 

So wird Uspulun zur Bekiimpfung des Steinbrands (Erreger Tilletia 
tritici), der Kohlhernie (Erreger Plasmodiophora brassicae), der Stengel- 
bakteriose der Kartoffel (Erreger Bakterium phytophtorus), der Schwarz- 
fiule des Kohis (Bakterium pseudomonas) und anderer mehr emp- 
fohlen. Es handelt sich, wie man sieht, um verschiedene Kulturgewachse 
und unterschiedliche Krankheitserreger. Die Bekiimpfungsweise dieser 
Krankheiten ist natiirlich nicht immer gleich, einmal handelt es sich 
um eine Vorbehandlung der Samen, das andere Mal um eine direkte 
Bodendesinfektion. Die Methodik ist zunichst fiir uns gleichgiiltig, 
wo es sich nur darum handelt, zu zeigen, daB durch ein bestimmtes, in 
der Praxis eingebiirgertes Beizmittel Keime der verschiedensten Pilze 
und Bakterien abgetéitet werden kénnen, ohne daB die Wirtspflanze 
leidet. Nehmen wir den umgekehrten Fall, so miissen die im Labora- 
torium als brauchbar befundenen Samendesinfektionsmittel zur Er- 
zielung von ,,Totalsterilitat“ auch bei der landwirtschaftlichen Schiid- 
lingsbekampfung anwendbar sein. Eine andere Frage ist es dann, ob 
diese Mittel wirtschaftlich und zweckmaBig sein werden. 

Hier liegt, wie oft, ein typischer Fall dafiir vor, daB Praxis und Theorie 
im Anfang getrennte Wege gehen. Die Herstellung und Einfiihrung der 
meisten Beizmittel geht von praktischer oder besser gesagt industrieller 
Seite aus. Die Priparate werden auf den Markt gebracht und meist erfolgt 
erst post festum die wissenschaftliche Durchpriifung. Eigentlich wire es 
einfacher, erst theoretisch nach wissenschaftlichen Regeln zu priifen und 
zu bewerten und dann das praktische Moment zu beriicksichtigen. 

Die Anzahl der heute auf den Markt gebrachten Beizmittel ist sehr 
groB. Eine Aufzahlung der einzelnen wollen wir uns ersparen, es geniigt, 
die drei bekanntesten reichsdeutschen Priaparate, Uspulun, Germisan 
und Tillantin, die nachweislich auch die besten sind, und von heimischen 
Erzeugnissen das Kalimat herauszugreifen. Gassner') hat die wissen- 
schaftliche Bewertung fiir Germisan und Uspulun in exakter Weise 
durchgefiihrt und mittels Einbiirgerung des chemotherapeutischen 
Indexes und der Wertungszahl in anschaulicher Weise die Giite dieser 
Priparate zum Ausdruck gebracht. Kalimat ist von Hsdorn*) in der- 
selben Weise wissenschaftlich gepriift worden. Fiir Tillantin liegt 
unseres Wissens eine derartige Durcharbeitung noch nicht vor. 


1) G. Gassner, Biologische Grundlagen der Priifung von Beizmitteln 
zur Steinbrandbekimpfung. Arbeiten a. d. Biol. Reichsanstalt f. Land- 
und Forstw. 11, Heft 5. 

*) J. Esdorn, Die chemotherapeutische Priifung der Beizmittel Kalimat 
und Fangolit. Angew. Bot. 6, 105, 1924. 
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Die Einfiihrung dieses von Gassner fiir die Steinbrandbeizmitte| 
eingefiihrten Wertmessers ist fiir die Samendesinfektion ganz allgemeiy 
zu fordern, da sie in klarer Weise iiber die Brauchbarkeit eines Mittels 
AufschluB gibt. Allerdings kann man diese Berechnung nur bei einer 
gréBeren Zahl von Samen vornehmen. Diese Forderung ist bei Ver. 
suchen, die auf Universalsterilitat abzielen, nicht immer erfiillbar, da 
die Methodik es verbietet, eine grobe Menge Samen auf einmal zu 
desinfizieren. Durch eigens angesetzte Keimversuche, die nicht unter 
sterilen Bedingungen sein miissen, kann man sich einigermaBen helfen. 
Fiir den Wert des Samendesinfektionsmittels ist ebensogut, wie bei 
den Beizmitteln maBgebend, ob bei energischster Abtétung aller Keime, 
die ja zu fordern ist, denn sonst ist das Mittel (wie es ja meist der Fal! 
ist) unverlaBlich, keine zu groBe Schidigung der Samen erzielt wird. 
Eine kleine Keimverzégerung wird bei Laboratoriumsversuchen 
nicht so bedenklich sein, wie bei Feldversuchen. Es erscheint als dank- 
bare Aufgabe, die bekannten Priparate eingehend beziiglich ihrer 
Wirksamkeit bei wissenschaftlichen physiologischen Versuchen im 
Laboratorium zu priifen. 

Die Methoden der Samendesinfektion zur bakterien- und _pilz- 
freien Aufzucht im Laboratorium fordern unbedingte Keimfreiheit. 
Zu diesem Punkte muB auch Stellung genommen werden. Als Idealfal! 
miissen wir natiirlich véllig sichere Keimfreiheit anstreben, tatsichlich 
werden wir sie aber meistens nicht erreichen. Fiir eine Priifung auf 
unbedingte Keimfreiheit sind unsere Methoden bis jetzt sicher noch 
unzureichend, denn nur die Anwendung einer groBen Zahl von Spezial- 
nahrbéden und Wachstumsbedingungen kann uns tatsachlich Auskunft 
iiber wirkliche Keimfreiheit geben. Es ist sicher, daB bei den normalen 
Sterilitatspriifungen eine Anzahl von Bakterien nicht aufkommt und 
so Sterilitét vorgetiuscht wird. Allerdings ist anzunehmen, daB diese 
Keime, beispielsweise unter den normalen Bedingungen der sterilen 
Aufzucht héherer Pflanzen, nicht aufkommen werden. Ferner wird 
die Desinfektion immer von der Art der auf den Kérnern haftenden 
Keime abhiangig sein. 

Liegt verhaltnismaBig reines Material vor, so wird die Sterilisation 
leicht gelingen. Auf diese Tatsache muB besonders aufmerksam gemacht 
werden, denn aus der An- bzw. Abwesenheit bestimmter Keime 
resultieren die verschiedenen Erfolge, die bestimmten Verfahren zu- 
geschrieben werden. Klein und Kisser) schreiben zutreffenderweise, 
daB bis jetzt jeder Forscher, der fiir seine Untersuchungen sterile 
Keimungsbedingungen benétigte, zunachst Umschau nach einer geeig- 


1) Klein und Kisser, Die sterile Kultur der héheren Pflanze. Bot. 
Abhandlungen, Heft 2. Herausgegeben von H. Goebel, Jena 1925. 
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neten Methode halten muBte, da eine exakte und einwandfreie Durch- 
arbeitung fehle. Das griindliche Studium der Methoden bringt uns 
natiirlich dem Ziele naher, da vor allem gianzlich Unbrauchbares ab- 
gestoBen wird. Unseres Erachtens wird es aber immer nétig sein, vor 
Beginn einer derartigen Arbeit eine Anzahl der verschiedenen emp- 
fohlenen Mittel neu zu untersuchen, um sie fiir die im gegebenen Falle 
vorliegenden Verhiltnisse zu bewerten. Aus dem eben Geschilderten 
ergibt sich naturgemaiB, daB Sorte und Herkunft des Samenmaterials 
von grofer Bedeutung sind. 

Der chemotherapeutische Index der einzelnen Sterilisationsmittel 
wird natiirlich ein ganz verschiedener sein. Bei einem Saatgut, das 
verhaltnismaBig keimfrei ist, wird man mit einem schlechteren chemoth. 
Index auskommen als bei einem sehr stark infizierten. Die Folge ist 
natiirlich, daB ich bei dem einen Samenmaterial mit einem verhialtnis- 
maBig schlecht bewerteten Desinfektionsmittel noch zum Ziele komme, 
bei einer anderen Sorte kommt es zu einem MiBerfolg. Insofern ist die 
Totaldesinfektion der Samen schwieriger und vor allen Dingen un- 
sicherer als die bekannten Beizverfahren. Im letzteren Falle kann 
man durch die kiinstliche Infektion priifen, ob die Sporen sicher ohne 
Schidigung des Samens abgetétet werden. Bei der Totalsterilisation 
gehen wir zunichst im Dunkeln, da wir nicht wissen, was wir abtéten 
sollen. Vielleicht wiirde man auch hier inittels kiinstlicher Infektion 
etwas weiter kommen, und kénnen uns Versuche, die sich direkt mit 
der Abtétung bestimmter Sporen befassen, AufschluB geben. 

Diese Darlegungen zeigen, daB an diesem Fehler alle Sterilisations- 
mittel, die Universalsterilitaten erzielen wollen, kranken werden, und 
daB das sicherste Sterilisationsmittel hartnickigem Keimen gegeniiber 
versagen kann. 


Il. Ubersicht der einschligigen Literatur. 


Die Zahl der Samendesinfektionsmittel oder, wie man sie meistens 
nennt, Sterilisationsmittel, iiber die hier und dort berichtet wird, ist recht 
groB. Unterzieht man sie aber einer eingehenden Priifung, so schrumpft 
die Zahl der tatsachlich brauchbaren sehr zusammen. Eine kritische Uber- 
priifung der verschiedenen Methoden danken wir Klein und Kisser (I. c.). 
Die bekannten Samendesinfizienten, wie Alkohol, Ather, Sublimat, Wasser- 
stoffsuperoxyd, Silbernitrat, Formaldehyd und Brom werden von den beiden 
Autoren durchprobiert und eingehend studiert. 

Als brauchbar wird von den genannten Stoffen nur Brom befunden, 
alle anderen zeigten sich mehr oder minder ungeeignet, teils schadigen sie 
bei griindlicher Abtétung der Keime die Samen zu stark, teils wirkten sie 
iiberhaupt nicht. 

Unter Bezugnahme auf diese kritische Nachpriifung kann man von 
einer chronologischen Aufzaéhlung der verschiedenen Einzelarbeiten absehen. 

Mit lproz. Bromlésungen erzielten Klein und Kisser verlaBlich 
100proz. Sterilitat. Eine geeignete Vorbehandlung des Samenmaterials 
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vor der eigentlichen Sterilisation betrachten die Autoren als unerlaBlich 
Es handelt sich vor allem um eine mechanische Reinigung der Kérner 
mittels einer scharfen Biirste, ferner um ein Durchschiitteln der K6érner in 
Seifenschaum und dann in Alkohol und Ather. Durch Alkohol und Ather 
wird eine Entfettung des Kornes und eine Entfernung der kapillar haftenden 
Luft bedingt. 

Eigens erwahnt seien hier von Sterilisationsmitteln Chlorkalk, der 
von Klein nicht erwahnt wird, und Silbernitrat, da sich hier die verschiedenen 
Angaben nicht decken. 

Chlorkalk wurde von Wilson!) zum erstenmal als Desinfektionsmitte! 
verwendet. Chlorkalk, der bekanntlich nur in geringer Menge in Wasser 
léslich ist, wurde mittels Wasser aufgeschwemmt und dann abfiltriert. So 
erzielte Wilson Lésungen, die einen Gehalt von 2 Proz. titrierbarem Chlor 
ergaben. Die Einwirkungsdauer war natiirlich nach dem Samenmaterial 
verschieden lang. Interessant ist, daB im allgemeinen die Einwirkungs- 
zeiten recht lang bemessen werden muBten, und daB sie ohne Schadigung 
ertragen wurden. 

Silbernitrat wurde von Schréder als Samendesinfektionsmittel ge- 
priift *). Die Sterilisation von Weizen und Gerste gelang mit 5proz. 
Lésungen bei einer 12- bis 14stiindigen Einwirkungszeit miihelos. Durch 
chlornatriumhaltiges Waschwasser ]4Bt sich das Desinfiziens leicht wieder 
entfernen. Die von Schréder mitgeteilten Erfahrungen konnten in unserem In- 
stitut von O. P.Griinfeld*) bestatigt und erweitert werden. Vor allem wurde 
die Zahl der Samen, die mittels Silbernitrat erfolgreich sterilisiert werden 
konnten, unter Anwendung besonderer Kunstgriffe bedeutend erweitert. 

Beriicksichtigt man nur die modernere Literatur, wie wir das hier 
getan haben, so ist die Zahl der brauchbaren Sterilisationsmitte] sehr klein. 
In diesem Falle ist,es véllig gerechtfertigt, nur die neueren Arbeiten zu 
beriicksichtigen, da durch sie erst die kritische Nachpriifung zum Teil sehr 
unsicherer Angaben unternommen wurde und das Unbrauchbare abge- 
stoBen wurde. 

III. Methodik. 


Eigene Versuche. Was die Methodik und Durchfiihrung der Sterili- 
sationsversuche anbelangt, so kénnen wir aus den in der Praxis gewonnenen 
Erfahrungen Nutzen ziehen. In den hier wiedergegebenen Untersuchungen 
wird ein derartiger Versuch unternommen, Erfahrungen der Praxis und 
wissenschaftliche Methodik zu verbinden. Als erstes Ziel schwebte es uns 
vor, ein bequemes und sicheres Samendesinfektionsmittel zu finden, und 
dasselbe gleichzeitig auf seine praktische Bedeutung zu priifen. Ferner 
bewirkten wir, um auch den umgekehrten Weg einzuschlagen, ein bekanntes 
Steinbrandbeizmittel als Desinfektionsmittel bei Laboratoriumsversuchen 
einzubiirgern. 

a) Mittel und Apparatur, die der Desinfektion dienten. 
Als Desinfiziens wahlten wir zunachst Chlor, und zwar in der Form 


seines Hypochchlorits (Calcitum-, Natrium- und Kaliumhypochlorit), und 
gelegentlich Chlorwasser. Von bekannten Beizmitteln der Praxis wurden 


1) J. K. Wilson, Calcium hypochlorite as a seed sterilizer. Amer. Journ. 
of Bot. 2, 420, 1915. 

*) H. Schréder, Die Widerstandsfahigkeit des Weizenkornes gegen 
Gifte. Centralbl. f. Bakt. 88, 492, 1910. 

) P. Griinfeld, Beihefte zum bot. Centralbl. 1926. 
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Uspulun, Germisan, Tillantin und Kalimat gepriift. Die Anwendung des 
Caleiumhypochlorits als Sterilisationsmitte] ist nichts Neues, dasselbe 
wurde schon im Jahre 1915 von Wilson erfolgreich verwendet (1. c.). Im 
Zusammenhang damit lag es natiirlich nahe, auch die anderen Hypochlorite 
des Chlors zu untersuchen. 

Das Calciumhypochlorit, mit der praktischen Bezeichnung ,,Chlorkalk“ 
benannt, ist dadurch ausgezeichnet, daB es in der Form, in der es uns zur 
Verfiigung stand (Merck puriss. und Praparat des deutschen Arztevereins), 
im allgemeinen die Ketmprozente sehr wenig beeintrachtigt. Dagegen wurde 
éfters eine gréBere oder kleinere Verzégerung der Keimgeschwindigkeit 
beobachtet. Eine Verzégerung der Keimgeschwindigkeit wird woh] von 
den meisten Samendesinfektionsmitteln, die Totalsterilitaét erzielen wollen, 
bewirkt werden. In der einschlagigen Literatur wird immer nur von den 
Keimprozenten gesprochen, die Keimgeschwindigkeit dagegen bleibt meist 
unerwahnt. 

Die chromotherapeutische Wirkung filtrierter Lésungen von Chlor- 
kalkaufschwemmungen ist nicht sehr groB und kann auch nicht vergréBert 
werden, weil sich nur eine beschrankte Menge von Calciumhypochlorit in 
Wasser list. Bei Benutzung unfiltrierter Aufschwemmungen erzielt man 
natiirlich einen bedeutend héheren Chlorgehalt, aber das Arbeiten mit 
diesen breiigen Fliissigkeiten gestaltet sich nicht sehr elegant. 

Die Bestimmung des jeweiligen Chlorgehalts unserer abfiltrierten 
Lésungen erfolgte durch Titration mittels Natriumthiosulfat tiber Jod- 
kalium. 0,5 g Chlorkalk auf 100ccm Wasser geniigten bei nachtraglicher 
Filtration, um die unter den gegebenen 
Verhaltnissen héchst mégliche Chlor- 
menge zu erzielen. Mit Natrium bzw. 
Kaliumhypochlorit, die wir als kon- 
zentrierte oder dreifach konzentrierte 
Lésung (Dr. Schuchardt und de Haen) 
bezogen, kann man einen bedeutend 
héheren Chlorgehalt der Lésungen 
erzielen. 

Die Arbeitsmethodik war sehr 
einfach, da es sich bald zeigte, daB 
ein Nachwaschen der vorbehandelten 
Samen nicht nétig war. Zu Beginn der 


























, . . Desinficiens 
Versuche arbeiteten wir mit einem - - 

kleinen Apparat, der aus zwei Erlen- Ly I | 
meyerkolben besteht, die an einem 


Stativ links und rechts von der Ver- 
tikalebene desselben aufgehangt waren - 
4 Samen 


und mit Gummistépseln verschlossen eyes 
waren. In dem einen Kolben war 
das Desinfiziens, in dem anderen das 

Mittels Hebers 


Wasser zum Spiilen. iu 
wurden die Fliissigkeiten in ein Gabel- 

stiick geleitet, das in ein Rohr ausging, Anh. 1. 
das mit einer kleinen Glasglocke iiber- 
deckt war. Die Verbindung zwischen Heber und Gabelstiick erfolgte mittels 
Gummischlauchen, so daB der ZufluB der beiden Fliissigkeiten mittels 
Quetschhahnen reguliert werden konnte. Das Rohr mit der Glasglocke 




















12* 




















180 A. Niethammer: 


konnte man in ein weiteres Rohr mit Ansatzstiick so eintauchen, daB dic 
Glasglocke das untere Rohr von oben bedeckte. Das Ansatzstiick war mit 
Gummischlauch und Quetschhahn versehen. In das Rohr mit Ansatzstiick, 
das mittels einer Klammer unten am Stativ gehalten wurde, kamen die zy 
behandelnden Samen. Durch Offnen der Quetschhahne konnte man nun 
nach Bedarf zunachst das Desinfiziens zu den Samen flieBen lassen. War dic 
Einwirkungszeit beendigt, lieS man die Fliissigkeit durch das Ansatzrolhr 
abflieBen und spiilte mehrmals mit Wasser nach. Dieser Apparat wurde 
vor jeder Benutzung in toto mindestens 1 Stunde im Dampftopf sterilisiert. 

Dieser umstaéndliche Apparat, der vielleicht bei der Anwendung anderer 
Desinfektionsmittel recht praktisch sein kann, erwies sich bald als iiber- 
fliissig. Die Sterilisation erfolgte nun in Erlenmeyerkélbchen (von etwa 
50 ccm), die vor jeder Benutzung im Autoklaven sterilisiert wurden. Die 
Kélbchen werden am besten mit Stépseln von Zellstoff verschlossen und zur 
Sterilisation, um das NaBwerden der Stépse! hintanzuhalten, mit Pergament- 
papier tiberbunden. AuBerdem wurde wahrend der FEinwirkungszeit des 
Desinfiziens iiber jeden Stépsel noch ein gut schlieBendes Becherglas 
gestiilpt, um Chlorverluste zu vermeiden. Nach Beendigung der Einwirkungs 
zeit wurde nach Entfernung des Stépsels die Fliissigkeit sorgfaltig ab- 
gegossen; dann wurde der Stépsel wieder aufgesetzt und das Kélbchen 
umgedreht, so daB der Fliissigkeitsrest gréBtenteils vom Zellstoff aufgesaugt 
wurde. 


b) Die Priifung auf Sterilitat. 


Die Priifung auf Sterilitét erfolgte in Reagenzglasern, die etwa 3 bis 
4cem Bouillon folgender Zusammensetzung enthielten: Fleischextrakt 
0,5 Proz., Pepton 0,5 Proz., Kochsalz 0,5 Proz. bei spiteren Versuchen 
wurde noch 1 Proz. Zucker dazugegeben. Meist kam die Bouillon neutral 
zur Anwendung, gelegentlich neutral und alkalisch. Die Bouillonréhrchen 
wurden zur Kontrolle in den Thermostaten bei einer Temperatur von 30° 
gegeben. Die Kontrollpriifung dauerte meistens 7 bis 8 Tage. Tatsachlich 
ist es eine iibertriebene VorsichtsmaGregel, die Kontrollproben so lange 
Zeit zu fiihren, da die Verunreinigungen meist am zweiten, spétestens 
am dritten Tage beobachtet wurden und man ruhig sagen kann, was nach 
3 Tagen Versuchsdauer rein ist, bleibt auch weiterhin steril. Die Uber. 
tragung der Samen in die Eprouvetten erfolgte mittels ausgegliihter Pinzette. 
Mit einer Platinése lassen sich die Samen schlecht fassen; sonst ware die 
Ose, da sie leicht auszugliihen ist, vorzuziehen. 


c) Keimproben. 

Die Keimproben sind unerlaéBlich, da man sich iiberzeugen muB, ob 
bei einer verlaBlichen Samendesinfektion auch das Korn nicht leidet. Die 
Keimproben wurden in Petrischalen, die 2 Stunden im HeiBluftsterilisator 
sterilisiert worden waren, ausgefiihrt. Der Boden und der Deckel der Schalen 
wurde mit je einem Rundfilter ausgelegt und ersterer mit 5, letzterer mit 
2ccm sterilem destillierten Wassers angefeuchtet. Die Versuche wurden 
teils bei Zimmertemperatur, teils im Thermostaten bei etwa 27° ausgefiilrt. 

Es muB betont werden, daB8 es nicht ratsam ist, viele Samen auf einmal 
zu sterilisieren. Je weniger man nimmt, desto sicherer ist der Erfolg, da 
das Desinfektionsmittel naturgem&B besser auf jeden einzelnen Samen 
einwirken kann. Von Triticum vulgare wurden beispielsweise maximal 
30 Stiick auf einmal sterilisiert. Will man die Keimproben mit zahlreichem 
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Material durchfiihren, so setzt man sich einfach mit der gleichen Des 
infektionsfliissigkeit Keimproben in gréBerem Umfang an, bei denen 
natiirlich nicht steril gearbeitet werden kann. 


Welche Faktoren sind fiir dasgGelingen der Sterisation maBgebend? 


IV. Priifung des Wertes der verschiedenen Vorbehandlungsmethoden und 
ihr eventueller Ersatz durch andere Mittel. 


a) Ist die Vorbehandlung iiberhaupt notwendig ? 


Auf die Notwendigkeit einer geeigneten Vorbehandlung vor der 
Desinfektion haben Klein und Kisser (|. c.) ausdriicklich aufmerksam 
gemacht. Auch unsere Ansicht geht im allgemeinen dahin, daB die 
Vorbehandlung sehr bedeutungsvoll ist, nur miissen wir die Einschrin- 
kung machen, daB sie nicht tiberall notwendig ist. Wie aus spiteren 
Ausfiihrungen zu ersehen ist, kann man dieselbe bei kleinen, runden, 
glatten Samen, wie z. B. bei Brassica, leicht entbehren. Gelegentlich 
ist sie auch bei gréBeren Samen, wie bei Pisum sativum unnétig. Man 
sieht also, daB die Oberflachenbeschaffenheit des Kornes hier eine grobe 
Rolle spielt, und man kann allgemein angeben, runde, glatte Samen 
werden die Vorbehandlung nicht unbedingt benétigen. Natiirlich wird 
der Grad der Infektion immer eine Rolle spielen und gelegentlich das 
Gelingen der Sterilisation tiberhaupt verhindern. 

Anders liegt die Sache bei rissigen, behaarten Samen. Diese er- 
wahnten Stellen sind der Lieblingsplatz der verschiedenen schidlichen 
Keime. Die Sterilisationsfliissigkeit benetzt nun gerade diese Stellen 
unzureichend und die Folge davon ist, daB das Korn an diesen Punkten 
unsteril bleibt. Von der Wahrheit dieser Angaben kann man sich leicht 
iiberzeugen, wenn man sieht, wie in den Bouillonréhrchen das Pilz- 
wachstum direkt von dem Korne ausgeht, z. B. von der Raphe beim 
Weizenkorn, und mit dieser dauernd in Verbindung bleibt. Aber auch 
bei diesem Material wird die Vorbehandlung gelegentlich iiberfliissig 
sein, und zwar dann, wenn diese Ritzen verhaltnismaBig keimfrei sind. 
Das war z. B. bei einem Weizen (Sorte Criewener Winterweizen) der 
Fall, der bis zur Ausfiihrung der Versuche in den Ahren stand und erst 
vor Gebrauch ausgelést wurde. Solche Kérner, die in den Spelzen 
wohl verwahrt sind, werden naturgemaB weniger infiziert sein als 
andere, die dieses Schutzes entbehren. 

Allerdings ist die Vorbehandlung so véllig unschiadlich, daB man 
sie, wenn man sicher gehen will, immer anwenden kann. 

Uberfliissig wird die Vorbehandlung auch dann sein, wenn das 
Desinfiziens eine groBe chemotherapeutische Kraft hat, oder wenn es, 
was noch wichtiger ist, gut benetzt. Von diesem Gesichtspunkt aus- 
gehend, versuchten wir im spiteren Verlauf durch Zusatz gewisser 
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Stoffe die Benetzungsfahigkeit unserer Desinfektionsfliissigkeiten 2), 
bessern. In der einschlagigen Literatur wird auch haufig der Wert 
der Vorbehandlung betont, gelegentlich fehlt aber auch jede Angabe 
dariiber. So berichtet Wilson (1. c.) gar nichts von einer Vorbehandlung, 
so daB wir annehmen miissen, daB er ohne Vorbehandlung 100proz. 
Sterilitat erzielte. P.Griinfeld kam bei seinen Desinfektionsversuchen 
mit Silbernitrat auch ohne Vorbehanldung aus. Da er sich aber dic 
Kérner (Weizen und Mais) erst vor der Untersuchung aus den Ahren 
bzw. Kolben ausléste, ist anzunehmen, daB das Material, das sehr 
sorgfailtig aufbewahrt war, gerade an den gefahrlichen Stellen (die 
Raphe bei Weizen, Abbruchstelle der Frucht bei Mais) verhiltnis. 
maBig keimfrei war. Schréder empfiehlt, vor der Desinfektion mit 
Silbernitrat eine mechanische Reinigung der Kérner vorzunehmen. 


Die niachsten Zeilen sollen uns nun einiges itiber den Wert der 
Vorbehandlung bei Chlorkalk berichten. Wir werden sehen, daB hiufig 
mit Vorbehandlung gearbeitet werden muBte und durch diese Hilfs- 
mittel erst die 100proz. Sterilitaét erzielt wurde. 


b) Die Durchfiihrung der Vorbehandlung. 


Zunichst mu niher erlautert werden, worin diese erwahnte 
Vorbehandlung besteht. Das beste ist ein 2 bis 3 Minuten dauerndes 
kraftiges Durchschiitteln der Samen in starkem Alkohol und dann in 
Seifenlésung. Diese Behandlung nimmt man am besten in einem Kolben 
vor, den man mit einem Stiickchen Organtin iiberbindet. Vor der 
Desinfektion wird noch mit Wasser nachgewaschen. Ather leistet 
ahnliche Dienste wie Alkohol. Der Zweck dieser Vorbehandlung liegt 
in einer Entfettung des Samenkorns und einer Entfernung der an- 
haftenden Luft. Tatsache ist, daB bei einem so vorbehandelten Korn 
die Desinfektionsfliissigkeit besser angreift und die unzahligen Luft- 
blaschen, die sich sonst an den Kérnern niederschlagen, verschwunden 
sind. Ein Durchschiitteln der Samen in einer Seifenaufschwemmung 
allein ist auch gut. Am besten ist es aber, erst in der Seifenaufschwem- 
mung und dann in Alkohol durchzuschiitteln. 


Denkbar ware es auch, da8 ein Absaugen der Luft von den Kérnern 
mittels der Wasserstrahlpumpe niitzlich ist. 

Die nachstehende Tabelle gibt iiber die Bedeutung der Vorbehandlung 
bei Triticum vulgare, Sorte: Postelberger Wechselweizen, den wir der Liebens- 
wiirdigkeit der Station fiir Pflanzenziichtung der Landwirtschaftlichen 
Hochschulabteilung Tetschen-Liebwerd dankten, Auskunft. 

Diesen Weizen erhielten wir bereits in gedroschenem Zustande zu- 
gesandt. 

Dieser Versuch zeigt, daB unter den gegebenen Bedingungen eine 
Vorbehandlung sehr zweckmaBig ist. Am besten bewahrte sich dabei das 
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2 Minuten dauernde Durchschiitteln der Weizenkérner in 96proz. Alkohol. 
Die Vorbehandlung mit Seifenemulsion ist nicht verléBlich, desgleichen 
hat sich das Absaugen der Luft mittels der Wasserstrahlpumpe als un- 
zweckmaéBig erwiesen. Schon wahrend des Absaugens konnte man sehen, 
da8 die Luftblaschen an dem Korne hangen bleiben. 


Desinfiziens: Chlorkalklésung, mit etwa 0,1 Proz. titrierbarem Chlor. 





Einwirkungs: Zahl d. Kontroll- Nach , 
dauer des Art der Vorbehandlung roben im Tase steril unsteril 
Desinfiziens ermostaten i 
| 6 7 0 6 
1, Stunde 2 Minuten Alkohol 6 7 4 2 
Wasserstrahlpumpe 6 7 4 2 
| 0 6 7 2 4 
| Stunde 2 Minuten Alkohol | 6 7 4 2 
lw asserstrahlpumpe 6 7 4 2 
fle 0 6 7 3 3 
2 Stunden; 2 Minuten Alkohol 6 7 6 0 
| Wasserstrahlpumpe 6 7 4 2 
0 6 7 3 3 
3 Stunden 2 Minuten Alkohol 6 7 6 0 
Wasserstrahlpumpe 6 7 3 3 
0 6 7 3 3 
| 2 Minuten Alkohol 6 7 6 0 
Wasserstrahlpum 6 7 3 3 
4 Stunden: 0 treo 6 8 3 3 
2 Minuten Alkohol 6 8 6 0 
Seifenaufschwemm., 6 8 5 l 
14 Stunden 7 6 8 5 1 


Von einer genauen Mitteilung der Daten bei den Keimversuchen kann 
Abstand genommen werden, da sich die desinfizierten und die unbehandelten 
Samen annaéhernd gleich verhielten. Die Samen wurden vor dem Auslegen 
in die Petrischalen nicht mit Wasser gespiilt. 


c) Versuch eines Ersatzes der Vorbehandlung. 


Interesseshalber hielten wir auch Umschau, ob sich die Vor- 
behandlung mittels Alkohol nicht umgehen lieBe, etwa durch Zusatz 
irgend eines unschidlichen Stoffes zur Desinfektionsfliissigkeit, der 
eine bessere Benetzung des Korns sichert, oder durch Erhéhung der 
Temperatur waihrend der Einwirkungszeit. 


a) Der EinfluB héherer Temperatur waihrend der Einwirkung 
des Desinfiziens. 


P.. Griinfeld (1. c.) hatte bereits beobachtet, daB man bei héherer Tem- 
peratur (etwa 30° und AgNO,) die Einwirkungszeiten, die zur Erzielung 
verlaBiicher Sterilitat nétig sind, abkiirzen kann. Einen ahnlichen EinfluB 
konnten wir auch bei Chlorkalk feststellen. 
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Die Versuchsanordnung ist in diesem Falle auch sehr einfach. Die 
Kélbchen werden wahrend der vierstiindigen Einwirkungszeit des Des 
infiziens in den Thermostaten bei einer Temperatur von 30° gestellt. 

Versuch 1. Triticum v. Postelberger Wechselweizen. Zahl der Kontrol! 
proben 6, davon waren nach 8 Tagen 5 steril, 1 unsteril. Die Keimung 
der Kérner verlief nach dieser Behandlung normal. 

Versuch 2. Zahl der Kontrollproben 6, davon waren nach 7 Tagen 
» steril, 1 unsteril. Die Keimung der Kérner verlief wieder normal. 


8) Zusatz von Seifenpulver zur Desinfektionsfliissigkeit. 


Auch ein kleiner Zusatz von Seifenpulver zu der Desinfektionsfliissigkeit 
erleichterte die Benetzbarkeit des Kornes. 

Versuch 1. Triticum vul. Postelberger Wechselweizen irnte 1924. 
Einwirkungsdauer des Desinfiziens 4 Stunden. Zahl der Kontrollproben 6, 
davon waren nach 7 Tagen 5 steril, 1 unsteril. 

Versuch 2. Nolé-Dregers Sommerbartweizen. Ernte 1925, den wir der 
Giite von Herrn Professor Dr. Gross, Vorstand der Lehrkanzel fiir Pflanzen 
bau Tetschen-Liebwerd dankten. 

Hier erzielten wir viel ungiinstigere Ergebnisse, erstens wurde die 
Keimgeschwindigkeit der Kérner durch den Seifenzusatz erheblich ver- 
langsamt und nur ein Drittel der Kontrollproben im Thermostaten blieh 
steril. 

In Versuch 1 und 2 wurde je eine Skalpellspitze Seifenpulver gereicht 

Versuch 3. Postelberger Wechselweizen. Ernte 1924. Dieser Versuch 
hatte den Zweck, sich einigermaBen iiber die Dosierung der Seifenpulver 
gaben zu orientieren. 0,2 g Seifenpulver auf 60 cem Desinfektionsfliissigkeit 
gewahrte ohne Schadigung der Kérner 100proz. Sterilitét; 0,1 g war zu 
wenig. Unsere Erfahrungen lassen jedenfalls den SchluB zu, daB durch 
Zusatz bestimmter Mengen von Seifenpulver die Alkoholvorbehandlung 
einigermaBen ersetzt werden kann. Nur mu8 man sehr vorsichtig mit der 
Dosierung der Seifenmenge sein, zu groBe Mengen bedingen eine recht 
erhebliche Keimverzégerung, wie uns hier nicht weiter mitgeteilte Versuche 
an Postelberger Weizen zeigten. Bei Lésungen mit einem groBen Chlorgehalt 
sind die Schaidigungen bedeutender, als bei chlorirmeren Lésungen. Ferner 
wird man die Sorte beriicksichtigen miissen, denn auch in diesem Punkte 
verhalten sich die einzelnen Weizensorten ungleich. 

Genaue Rezepte kann man fiir die Dosierung des Seifenpulverzusatzes 
ebensowenig geben, wie fiir das ganze Problem der Samensterilisation. 


y) Zusatz von Neckal. 


Hier wurde nur ein kleiner orientierender Versuch mit Nolé-Dregers 
Sommerbartweizen unternommen. 

Zu etwa 60 ccm Chlorkalklésung wurden 0,25 g Neckal (ein Stoff, der 
durch sein glinzendes Benetzungsvermégen ausgezeichnet ist und der 
mir durch einen bekannten Chemiker in liebenswiirdiger Weise zur Ver- 
fiigung gestellt wurde) zugesetzt. 

Von sechs Kontrollproben waren nach 8 Tagen fiinf steril, eine unsteril. 

Die Keimung wurde in keiner Weise gehemmt, eher war eine leichte 
Begiinstigung zu beobachten Neckal allein vermag nicht zu desinfizieren, 
wie uns ein kleiner Versuch zeigte, ebenso geniigte die Sterilisation mit 
Chlorkalk ohne Vorbehandlung auch nicht. 








Samendesinfektion. 185 


Aus den mitgeteilten Untersuchungen ist zu ersehen, daB man die 
Alkoholvorbehandlung einigermaBen ersetzen kann, ganz denselben 
giinstigen Erfolg konnten wir allerdings nicht erzielen. Der Chlorgehalt der 
angewendeten Chlorkalklésungen betrug bei den Versuchen von a bis y 
etwa 0,09 bis 0,1 Proz titrierbares Chlor 

Zu diesen Versuchen wurden zwei Weizensorten (Postelberger und 
Nolé-Dregers) herangezogen, bei denen von vornherein eine Vorbehandlung 
notig war, da es ohne Vorbehandlung unmdglich war, 100proz. Sterilitat 
zu erzielen. Ist der Grad der Infektion aber zu gro, so wird auch diese 
Vorbehandlung nicht mehr zum Ziele fiihren. 


Der nichste Abschnitt bringt uns eine chronologische Ubersicht 
aller Samen, bei denen der Versuch unternommen wurde, sie mit Chlor- 
kalk zu desinfizieren, mit genauer Angabe, wo Vorbehandlung nétig 
war und wo sie sich als iiberfliissig erwies. 


\. Systematische Zusammenstellung aller gepriifter Samen unter Beriick- 
sichtigung der Bedeutung der Vorbehandlung fiir das Erzielen 100proz. 
Sterilitat. 


Desinfiziens: Chlorkalk. 





Einwirkungs- _ Ergebnis 
Familie Art Vorbehandlung dauer des Proz. 
Desinfiziens Sterilitat 
Cruciferen Brassica napus ' keine 30 Minuten 100 
Sinapis alba ‘ 30 i 100 
Gruinales Linum ussit. - 45 © 100 
Papaveraceen Papaver Seife,Alkohol | 30 - 100 
(Blaumohn) 
Polygonaceen Fagopyrum ‘i - 40 - 80—100 
Chenopodiaceen Beta vulg. - - 24 Stunden 0 
Leguminosen Pisum sat. keine 30 Minuten 100 
(Viktoriaerbse) 
Lupinus albus = Alkohol,Seife 4 Stunden 66 
Phaseolus re = 40 Minuten 100 
Vicia faba re 4 Stunden 0 
Vicia vill. is it 4 7 60—100 
Gramineen Triticum vulg. 
Criewener W. W. keine 4 " 100 
Postelberger 
Wechselweizen Seife,Alkohol 4 “ 100 
Generalv.Stocken , = 4 2 100 * 
Nolé Dreger S.W, ‘ 4 " 90—100 
Secale cer, 
Alter Loosdorfer keine 4 = 100 
Hordeum 
Schwarzenberg G. Alkohol,Seife 4 ‘i 0 
Hannagerste a - 4 = 0 
Avena sativa 
Duppauer H. » . 4 - 0 
Zea Mais a ~ 4 s 66 
Cucurbitaceen Cucurbita es 4 24 ‘ 80 


(Zierkiirbis) 
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Keine Sterilitaét ,,0“ bedeutet, daB ohne weitgehende Schadigung es 
unmdglich war, Sterilitat zu erzielen. Bei den Samen, wo Vorbehandlung 
angegeben ist, kamen wir ohne dieselbe nicht zum Ziele. 


VI. Bedeutung der Gewinnung, Herkunft und Lagerung des Samenmaterials 
fiir den Grad der Infektion des Kornes. 


a) Wichtigkeit der Benutzung von unausgelésten Samen, d. h. von Friichten 
oder bei Weizen von von den Spelzen umschlossenen Kérnern, die erst zu dem 
Versuche ausgelést werden. 


Der Grad und die Art der Infektion, die durch die Provenienz und 
Aufbewahrung des Samens bedingt sind, spielt bei der Samensterilisation 
eine nicht zu unterschiatzende Rolle. 


Die ersten Versuche an Triticum vulgare wurden mit einem 
Material durchgefiihrt, das bis zur Versuchsanstellung in den Ahren 
stand und erst nach Bedarf ausgeliést wurde (Criewener Winterweizen, 
Ernte 1923, von dem Versuchsfeld der Versuchsanstalt fiir Pflanzen- 
ziichtung Tetschen-Liebwerd). Die nachstehende Tabelle zeigt, dai 
bei diesem Material leicht und ohne alle Vorbehandlung Sterilitit 
erzielt wurde (100 Proz.), natiirlich nur bei Anwendung entsprechender 
Einwirkungszeiten. Im Zusammenhang damit muB an die Versuche 
mit dem Postelberger Wechselweizen, Ernie 1924, den wir bereits in 
ausgedroschenem Zustande von der Versuchsanstalt fiir Pflanzenziichtung 
Tetschen-Liebwerd bekamen und der sich bereits mehrere Wochen in 
diesem Zustande in unserem Institut befand, erinnert werden. Die 
Ergebnisse der Sterilisation ohne Vorbehandlung waren hier recht un- 
sicher. Die Infektion ging deutlich sichtbar von dem Korne aus, und erst 
eine energische Vorbehandlung fiihrte zum Erfolg. Dasselbe gilt fiir 
Nol* Dregers Sommerbartweizen, Ernte 1925, den wir auch in gedroschenem 
Zustande bekamen (Versuchsfeld der Lehrkanzel fiir Pflanzenbau 
Tetschen-Liebwerd). Ohne Vorbehandlung wurde nur bei einem Dritte! 
der Kontrollproben Sterilitat erzielt. Durch geeignete Vorbehandlung 
wurden 90 bis 100 Proz. Sterilitat erreicht. General von Stocken, den wir 
in freundlichster Weise von der Saatzuchtstation D3tenitz in Bohmen, 
desgleichen in ausgedroschenem Zustande erhielten, konnte auch nicht 
ohne Vorbehandlung erfolgreich sterilisiert werden. Es ist auffallend, 
daB gerade die eine Weizensorte, die bis zur Versuchsanstellung die 
K6érner in den Spelzen verhiillt hatte, so leicht ohne Vorbehandlung 
zu sterilisieren war. Man geht jedenfalls nicht fehl, wenn man den 
Grund darin sucht, daB innerhalb der schiitzenden Spelzen das Korn 
kaum einer Infektion ausgesetzt war, und daB dann gerade die Stellen, 
die von dem Desinfiziens schwer benetzt werden, wie die Raphe, Hilum 
und der Gegenpol dazu, keimfrei bleiben. 





ing 
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Auszug aus dem Versuchsprotokoll. 


Desinfiziens: Chlorkalk, mit einem titrierbaren Chlorgehalt von 0,08 Proz. 

Triticum vulgare, Sorte: Criewener Winterweizen. Ernte 1923. Ohne Vor- 

behandlung. Der Versuch ist mit der Tabelle auf S. 185 zu vergleichen. 
Je Kontrollprobe vier Korn. 





Einwirkungs- Zah! der Kontroll- 
dauer des roben im Nach Tagen steril unsteril 
Desinfiziens Chennectan 
1 Stunde 6 7 3 3 
l m 6 5 4 2 
l “ 6 5 4 2 
1 Stunde 20 Min. 6 s 5 ] 
2 Stunden 6 s 5 1 
- 6 5 6 0 
2—3 Stunden 6 8 6 0 
2—3 ba 6 6 6 0 
2— se | 10 (nur 1 Korn je Probe) 6 10 0 
31/, Stunden | 6 6 6 0 
3*/, rm 9 9 9 0 
31/5 “ 10: (nur 1 Korn) 6 i) 1 
a 10) 6 9 1 
4 Stunden 6 6 6 0 


Diese Versuche wurden mit dem eingangs erwahnten Apparat 
ausgefiihrt, und die Samen wurden nach der Einwirkungszeit nach- 
gewaschen. 

Die Kérner wurden durch die Desinfektion niemals geschidigt, 
weder in Keimprozenten, noch in Keimgeschwindigkeit. 

Zur Kontrolle setzten wir kurz vor AbschluB der Arbeit noch einen 
Versuch an, dessen Ergebnis abermals mit der Tabelle auf 8. 185 zu ver- 
gleichen ist. 

Oriewener Weizen (in den Ahren stehendes Material): Einwirkungs- 
dauer der Desinfiziens 4 Stunden. Zahl der Kontrollproben sechs, nach 
8 Tagen sind alie sechs steril. Ohne Vorbehandlung. 

Im Zusammenhang mit diesen Beobachtungen mu auf die An- 
gaben Arcichovskijs!) eingegangen werden. Seiner Ansicht nach ist die 
Desinfektion der Samen nicht sicher genug, und die etwaige Giftwirkung 
erscheint ihm bedenklich. Er tritt daher fiir die aseptische Gewinnung 
der Samen ein, indem er die Friichte sterilisiert und unter sterilen 
Bedingungen die Samen entnimmt und sie in Buoillon wtberfiihrt. 
Fast alle so gewonnenen Samen waren steril, ein Beweis dafiir, dab 
innerhalb der Fruchtschale das Korn noch steril ist. Bei den Gramineen, 
wo eine Verwachsung der Frucht- und Samenschale vorliegt, kann 
man die Samen nicht aus der Frucht nehmen. Léste er aber beispiels- 


1) V. Arcichovskij, Centralbl. f. Bakt., Il. Abt., 86, 421, 1913. 
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weise die Maiskérner frisch aus den Kolben, so blieben die meiste) 
Korner auch steril. Etwas Ahnliches liegt nun vor, wenn ich die Kérnex 
des Weizens aus den recht fest anschlieBenden Deckspelzen herauslise. 
Das Korn innerhalb der Spelzen wird vielleicht nicht vollkommen 
keimfrei sein, aber jedenfalls wird die Infektion hier viel geringer seiy 
als bei Kérnern, die erst in einer Scheuer durch die Dreschmaschine 
gingen und dann auf einem Schiittboden verwahrt wurden. Vor alley 
Dingen werden bei den Kérnern, die erst zu den Zwecke der Sterilisation 
aus der schiitzenden Hiille gelist werden, die Risse und Rillen und 
vor allem beim Weizen die Abbruchstelle und die Raphe, die den argsten 
Infektionsherd darstellt, keimfrei sein. Gerade diese Teile werden 
von der Desinfektionsfliissigkeit schlecht benetzt, hier setzen sich 
deutlich sichtbar die Luftblaschen an, die durch die Alkoholvorbehand- 
lung entfernt werden miissen. Sind diese Teile nicht infiziert, so kommt 
es natiirlich nicht darauf an, ob sie besser oder schlechter benetzt 
werden, und wir kénnen uns die Vorbehandlung als iiberfliissig ersparen. 


b) Bedeutung der Provenienz und der Aufbewahrungsart ausgeléster Kérner 
fiir das Gelingen bzw. Nichtgelingen der Sterilisation. 


Von der Familie der Leguminosen wurde Material verschiedener 
Herkunft untersucht, und daher diirfte es wahrscheinlich kommen, 
da bei manchen Vertretern die Sterilitat leicht ghickte, wihrend sie 
bei anderen beinahe unméglich war. 

Pisum sativum. Hier stand sehr schénes, von der Versuchsanstalt 
fiir Pflanzenziichtung Tetschen-Liebwerd in dankenswerter Weise iiber- 
Jassenes Material zur Verfiigung. 

Ohne Vorbehandlung gliickte hier bei '/,stiindiger Einwirkungszeit 
miihelos die Sterilisation. Einerseits wird bei Pisum sicher durch die glatte 
Oberfliche, die frei von Rissen und Rillen ist, das Arbeiten erleichtert, 
andererseits ist anzunehmen, da8 das direkt von der Zuchtstation bezogene 
ausgewahlt schéne Material keimirmer war, als gekauftes. 

Sorte. Viktoriaerbse. Einwirkungsdauer des Desinfiziens 4% Stunde. 
Dauer der Kontrollprobenpriifung 10 Tage. Zahl der Kontrollen sechs, 
davon bei Beendigung der Priifung alle steril. 


Keimprobe: Warmhaus. Zahl der Samen: 14 Stiick. 





Zah! der Keimungen 





Wasser Chlorkalk 
2. Tag 0 l 
Se 1 8 
” he 8 3 


Phaseolus. Sorte: Kleine weiBe Eierbohne. Gekauftes Material. Fin- 
wirkungsdauer stets 40 Minuten. Nr. 1 bis 3 wurden ohne Vorbehandlung 
der Desinfektion unterworfen. Nr. 4 wurde mit Seifenemulsion und Alkohol 
vorbehandelt. 











Samendesinfektion. 189 





Zah! der Kontroll- 


Nr. proben im Nach Tagen steril unsteril 
Thermostaten 
l 6 7 5 I 
2 7 7 6 ] 
3 6 7 4 2 
4 6 10 6 0 


Dazugehérige Keimproben im Thermostaten bei 27° je Schale 25 Stiick. 


Zahl der Keimungen. 





Kontrolle Chlorkalk 
Datum eh : a : 
1 2 3 a 5 6 1 2 3 + 5 6 
2. Tag . 8|6 5|5\ 4] & 5\'3'411/6) @ 
he 4 9 1 9 0) 5 a4'4/6\4/12! 12 
Rio 2; 1/3! 3! 83] 8 3 2,52 41 
Ro 1 I 
14/1718 17 17 :13=96 12|7/10| 7/21 16=71 


Soll bei Phaseolus Sterilitat erzielt werden, so ist unbedingt eine Keim- 
schadigung in Kauf zu nehmen. 

Dieser breit angelegte Versuch ist natiirlich nur eine Keimprobe, wo 
sterile Bedingungen nicht notwendig waren. Solche Versuchsreihen sind 
gelegentlich unerléBlich, wenn man einer, genauen Uberblick iiber den 
Keimverlauf bekommen will. 

Zum Vergleich noch eine Keimprobe unter sterilen Bedingungen. 


Zahl der Keimungen. 





Datum || Wasserkontrolle Chlorkalk —§ Stiick je Probe 
S, Tee. . 10 1] 14 
Besa l o | 


Die Bohnen muBten zur Keimung in den Thermostaten gegeben werden, 
da sie bei normaler Temperatur nicht auskeimten. Im allgemeinen sind 
sonst die Keimproben im Thermostaten nicht zu empfehlen, erstens weil die 
Verhaltnisse bei dieser hohen Temperatur sehr unnatiirlich sind, und zweitens 
werden mit der Zeit die Samen so aufgeweicht, daB sie zugrunde gehen, 
was recht unangenehm ist, wenn man die Keimprobe iiber eine langere 
Zeit ausdehnen will. 

Bei Vicia Faba gelang es iiberhaupt nicht, Sterilitat zu erzielen. 
Weder Erhéhung der Einwirkungszeit, noch Steigerung des C-Gehalts 
(andere Praparate), noch Anwendung starkerer Desinfektionsmittel fiihrte 
zum Ziel. Vorbehandlung konnte auch nicht helfen. Es ist beinahe 
anzunehmen, da8 auf diesen Samen, es war sehr altes, jahrelang in aus- 
geléstem Zustande aufbewahrtes Material, besonders hartnickige Keime 
waren, die dem Einflu8 der Desinfektion widerstanden. 

Lupinus albus. Hier konnten wir trotz Vornahme einer griinduchen 
Vorbehandlung bei vierstiindiger Einwirkungszeit (titrierbarer Chlorgehalt: 
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0,1 Proz.) nur in zwei Drittel der Falle Sterilitat erzielen. Die Keimproben 
zeigten bei Wasser und Chlorkalk das gleiche Bild. 

Vicia sativa war verhaltnismaBig leicht zu sterilisieren. Vorbehandlung 
war hier vorteilhaft. 

Versuch 1. Einwirkungsdauer des Desinfiziens 4 Stunden; von den 
sechs angesetzten Kontrollproben im Thermostaten waren nach 9 Tagen 
fiinf steril, eine unsteril. 

Versuch 2. Genau wie Versuch 1, nur daB hier alle sechs Kontrol]. 
proben steril blieben. 

Die dazugehérigen Keimproben zeigten nachstehendes Bild. 


Zahl der Samen: 40. Zimmertemperatur. 





Zahl der gekeimten Samen 





Wasser Chlorkalk 





a4 eae. &. se wk. Oly S fetes 25 27 

eae? se a ee ee ae a we 5 7 

, ied Te TA CO le ee ee 5 6 
Summe der Keimungen 35 34 

Durchschn. ed ‘ 3,714 3,205 in Tagen 

Wertungszahl . . . Bah ce 100 145 


Die einzelnen Vertreter der Familie der Leguminosen zeigen ein 
verschiedenes Verhalte:,. Teils gliickte die Sterilisation miihelos, bei 
anderen war es unter den gegebenen Bedingungen ganz ausgeschlossen, 
eine erfolgreiche Desinfektion zu erzielen. Jedenfalls ist es sehr un- 
wahrscheinlich, daB sich die einzelnen Vertreter der Leguminosen an 
und fiir sich so unterschiedlich verhalten, viel wahrscheinlicher ist es, 
daB die angefiihrten Vertreter waihrend ihrer Ernte und vor allen 
Aufbewahrung verschiedenen Infektionsquellen ausgesetzt waren. So 
wurde durch An- bzw. Abwesenheit bestimmter Keime die Desinfektion 
erleichtert oder erschwert, unter Umstinden sogar unméglich gemacht. 

Von dem verschiedenen Saatmaterial wurde nur Weizen auf einer 
breiteren Basis besprochen. Das geschah einerseits wegen der praktischen 
Bedeutung, die einer erfolgreichen Desinfektion dieses Getreides zu- 
kommt, andererseits ist das Weizenkorn infolge seiner Oberflachen- 
beschaffenheit an und fiir sich schwer erfolgreich zu desinfizieren. 
Es ist anzunehmen, daB ein griindliches Studium iiber die Faktoren, 
die am Weizenkorn fiir das Gelingen der Sterilisation maBgebend sind, 
gerade weil es sich um ein schwer zu desinfizierendes Objekt handelt, 
die Grundlage fiir andere Untersuchungen bilden kann. Ferner mui 
man sich bei dem grundlegenden Studium derartiger Probleme meist 
zunichst auf das griindliche Durcharbeiten eines Objekts beschrinken. 

Wenn wir die in Abschnitt IV, V und VI gesammelten Erfahrungen 
zusammenfassen wollen, so sehen wir, daB die erfolgreiche Samen- 
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nm 
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desinfektion immer noch eine unsichere Sache ist. Vor allem wird sie 
durch eine Reihe von Faktoren beherrscht, die wir nicht meistern 
konnen. Darin liegt auch der Grund, daB wir fiir die Samendesinfektion, 
die die Abtétung simtlicher Keime anstrebt, kein unbedingt bindendes 
Rezept geben kénnen. Das eine Mal wird beispielsweise die Sterilisation 
an einer Samenart spielend gliicken, weil gerade sehr keimarmes Material 
vorliegt, das naichste Mal kann bei Verwendung von Samenmaterial 
anderer Herkunft die Sterilisation unméglich sein. Daher wird es 
immer noch nétig sein, vor Beginn von derartigen Desinfektions- 
versuchen an Samen sich erst selbst fiir die gegebenen Bedingungen 
das geeignete Rezept zu suchen. 

Am allerbesten und am meisten zu empfehlen ist jedenfalls die 
moglichst saubere Gewinnung der Samen, wie sie auch von Arcichovskij 
(1. c.) empfohlen wird. Die Miihe ist ja nicht so groB, sich zu geeigneter 
Zeit selbst die noch in den Friichten enthaltenen Samen zu sammeln, sie 
dann in diesem Zustande und tunlichst ohne Verunreinigung aufzuheben. 
Die sterile Entnahme der Kérner ist auch nicht schwierig, und zur 
Sicherheit kann man dann die Samen noch einer Desinfektion unter- 
werfen. Welches Mittel man dann wahlt, bleibt jedem einzelnen tiber- 
lassen. Auf dem jetzt skizzierten Wege wird man jedenfalls zu einem 
sicheren Ergebnis kommen. 


Vil. Vornahme einer stirkeren, absichtlichen Infektion der Weizenkérner. 


Die verschiedenen Erfahrungen, die wir waihrend der Versuche 
gewannen, lieBen es angezeigt erscheinen, einmal eine absichtliche 
stirkere Infektion der zu priifenden Samen vorzunehmen. 

Die Weizenkérner (Postelberger Wechselweizen 1924) wurden mit 
Gartenerde vermengt, gut durchgeschiittelt, um ein mdglichst starkes 
Anhaften der Erdteilchen zu erzielen, und dann der Einwirkung der Des- 
infektionsfliissigkeit ausgesetzt. Zum Vergleich mit Chlorkalk werden schon 
hier einige kleine Versuche mit Uspulun und Kaliumhypochlorit angefiihrt. 


Versuch 1. 
Einwirkungsdauer des Desinfiziens 14 Stunden. 


Desinfizienz: a) Titrierbarer Chlorgehalt 0,1 Proz. Chlorkalk. b) Uspulun 
0,5 Proz. Dauer der Kontrollpriifung 7 Tage. 





Zahl der 


Desinfiziens Kontrollproben | Steril Unsteril 
|| . . s 
Chlorkalk (Vorbehandlung) -{} ; 4 ; ar. pene 
Uspulun (keine Vorbehand1.) ] . 2 ee 


Keimproben zeigen durchweg das gleiche Bild. 
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Versuch 2. 
Einwirkungsdauer des Desinfiziens 14 Stunden. 


Desinfiziens: a) Chlorkalk mit 0,1 Proz. titrierbarem Chlor. b) Kalium. 
hypochlorit 0,2 Proz. titrierbarem Chlor. Dauer der Kontrollpriifung 8 Tage. 





Desinfiziens ia x Steril Unsteril 
. Pe 6 6 0 ohne Erdzusatz 
Chlorkalk (Vorbehandlung) 6 4 @ mit 
Kaliumhypochlorit .... . 6 6 0 mit 


Dazugehériger Keimversuch. Zahl der Samen 50. Zimmertemperatur. 





Zahl der Keimungen 


Wasser Chlorkalk | Kaliumhypochlorit 


Pe a ies ao See ee eS ee 10 0 0 
ee ais oe ee Pe ee Y 38 39 13 
OE ee ee en ere ee 2 4 16 
OEE a ere eee 0 5 8 
—_ 0 2 3 
Ri ow eee. nele ta" oe 0 0 2 

Summe der Keimungen 50 50 42 


Durchschnittl. arcrepquntieniectes 3,840 4,400 5,161 in Tagen 
EE 6. 5a: eae. 2 4S 100 96 64 


Die lange Einwirkungszeit des Desinfiziens bedingt eine erhebliche 
Verzégerung der Keimgeschwindigkeit. Die Keimprozente werden teils 
gar nicht, teils unerheblich beeinfluBt. Es ist zuzugeben, daB 50 Samen 
vielleicht wenig sind fiir derartige Berechnungen. Da wir aber auch die 
Keimproben unter sterilen Bedingungen ausfiihren wollten, war es nicht 
ratsam, eine gréBere Zahl von Samen zu nehmen. Das hier Gesagte gilt 
natiirlich auch bei den anderen Berechnungen. 

Es wurden noch mehr derartige Versuche angestel!t, die aber alle 
das gleiche Bild zeigten und deshalb nicht einzeln wiedergegeben werden 
sollen. 

Durch Zusatz von Erde, also durch kiinstliche Infektion, kann die 
Erzielung der Sterilitat sehr beeintriachtigt werden. Ist das Des- 
infektionsmittel sehr energisch, dann kénnen die Keime unter Um- 
stinden auch dann noch abgetitet werden, wie dies der Versuch mit 
Kaliumhypochlorit demonstriert. Allerdings ist durch den hohen Chlor- 
gehalt in diesem Falle eine Schidigung der Samen unvermeidlich 
Chlorkalk wirkt unter diesen Bedingungen bei Postelberger Wechsel- 
weizen unsicher, desgleichen ist Uspulun hier nicht unbedingt verlaBlich 

Bei den hier mitgeteilten Versuchen kam es uns vor allem daraut 
an, zu zeigen, daB bei einem bestimmten Grade von Infektion ein sonst 
ganz gut brauchbares Desinfektionsmittel unzuverlaBlich wird. Dns, 
was wir fiir Chlorkalk und Uspulun gefunden haben, wird aller Walr- 
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scheinlichkeit nach auch fiir andere Desinfizienzien Geltung haben, da 
speziell Uspulun bei den tibrigen Versuchen recht gut und sicher wirkte. 


VU. Physikalische Eigenschaften des Kornes erleichtern oder erschweren 
das Gelingen der Desinfektion, 
a) Das spezifische Gewicht. 

Zunachst wollen wir das spezifische Gewicht der Samen beriick- 
sichtigen. Spezifisch leichte Samen schwimmen oben auf der Des- 
infektionsfliissigkeit. Auf diese Weise kann das Desinfiziens nicht gut 
angreifen. Die einwandfreie Sterilisation solcher Samen wird schwer 
gliicken, ein bestandiges Durchschiitteln wahrend der Einwirkungszeit 
kann vielleicht Hilfe bringen. Giinstiger konnte der Fall liegen, wenn 
aus der Desinfektionsfliissigkeit gewisse Stoffe entweichen, die dann 
in Gasform wirken kénnen. Bei der Verwendung von Chlorkalk ge- 
niigten jedoch die kleinen Chlormengen, die waihrend der Einwirkungs- 
zeit in Gasform tibergehen, zur Sterilisation nicht. 

Bei Beta vulgaris konnte nicht einmal eine 24stiindige Einwirkungszeit 
Sterilitét herbeifiihren. Sdmtliche angesetzten Proben waren durchweg 
unsteril. Keimprozente und Keimgeschwindigkeit werden durch diese 
lange Einwirkungszeit nur giinstig beeinfluBt. Avena sativa (Duppauer 
Hafer, den wir der Freundlichkeit der Versuchsanstalt fiir Pflanzenziichtung 
in Tetschen-Liebwerd dankten) mit Spelzen blieb nach vierstiindiger 
Einwirkungszeit durchweg unsteril, und da schon bei dieser verhiltnis- 
maBig kurzen Einwirkungszeit die Keimenergie erheblich litt, wurde von 
weiteren Versuchen Abstand genommen. Das Saatgut dieser beiden Pflanzen 
schwimmt infolge seines geringen spezifischen Gewichts auf der Oberfliche 
der Beizfliissigkeit und wird daher nicht von allen Seiten benetzt. Die 
Oberflachenbeschaffenheit der Riibenknéuel und der Spelzen des Hafers 
erschwerten jedenfalls die Benutzung noch mehr. 

Bei Cucurbita, Spielart ,,Zierkiirbis“, die ebenfalls durch spezifisch 
leichte Samen ausgezeichnet ist, brachte 24stiindige Einwirkungszeit einen 
Teilerfolg. 

Desinfiziens: Chlorkalk mit 0,09 Proz. titrierbarem Chlorgehalt. Ein- 
wirkungsdauer des Desinfiziens 24 Stunden. Vorbehandlung. Dauer der Kon- 
trollpriifung 8 Tage. Zahl der Kontrollproben sechs, steril fiinf, unsteril 1 Tag. 
Die Keimgeschwindigkeit der Samen wird ein wenig gehemmt, die Prozente 
bleiben unbeeinfluBt. Die Samen von Cucurbita haben eine glatte, rillen- 
und riBfreie Oberfliche, vielleicht erleichtert das unsere Aufgabe. 

Diese Angabe bei den Kiirbissamen fiihrt uns zu einem neuen 
wichtigen Abschnitt, namlich der Bedeutung der Oberflichenbeschaffen- 
heit des Samens fiir das Gelingen der Sterilisation. 


b) Bedeutung der Oberjldchenbeschajfenheit des Samens. 


Runde, glatte Samen sind sehr leicht zu sterilisieren. Einmal 
werden an diesen Samen schon an und fiir sich wenig Keime haften 
kénnen, und dann kann an einer glatten rillen- und rissefreien Ober- 

Biochemische Zeitschrift Band 172. 13 














194 A. Niethammer: 


fliche das Desinfiziens viel leichter angreifen. Die Grébe der Same 
scheint auch eine Rolle zu spielen, denn die ausgesprochen kleine) 
Samen, wie Brassica napus, Linum ussitassimum, Papaver und Sinapis 
alba setzten der Sterilisation keine Schwierigkeiten entgegen. Dies: 
kleinen Samen werden von der Desinfektionsfliissigkeit besser umspiilt 
und die Zahl der Keime ist, absolut genommen, jedenfalls auch kleine: 
als bei groBen Samen. Ob die GréBe der Samen bei Vicia faba fiir dey 
ganzlichen Miberfolg der Desinfektion (alle angesetzten Proben waren 
unsteril) verantwortlich gemacht werden kann, ist unwahrscheinlich 
eher ist anzunehmen, daB die Infektion sehr stark war. 

Fiir das Studium der ,,sterilen Aufzucht der héheren Pflanze’ 
muB es unbedingt empfohlen werden, kleine und tunlichst glatte 
Samen zu verwenden, denn mit diesen kommt man verhialtnismabig 
rasch und sicher zum Ziele. Bei Brassica napus, deren Samen fiir der 
artige Untersuchungen ganz besonders empfohlen werden kénnen 
erzielten wir schon durch eine viertelstiindige Einwirkungszeit miihelos 
ohne Vorbehandlung Sterilitat. Die Keimproben wurden nicht nach- 
gespiilt und waren trotzdem nicht geschadigt. 


Brassica napus. Desinfiziens: Chlorkalk mit 0,08 bis 0,09 Proz. 
titrierbarem Chlor. 


1. Alkoholvorbehandlung. Apparat. Keimproben nachgewaschen. 





Einwirkungs-  Zahl der Kontroll- . 
im Nach Tagen steril unsteril 


dauer des 
Desinfiziens Thermostaten 
40 Minuten 6 7 6 0 
30 6 33 6 0 
30 6 40 6 0 


- 


Die Stabilitaétsproben wurden melirfach mit gleichem Erfolg wiederholt. 

Dazu gehérige Keimproben. 

Von einer genauen Wiedergabe aller Keimproben soll hier Abstan« 
genommen werden. Die Keimung erfolgte nach der Behandlung mit Chlor- 
kalk und Wasser gleich gut. Es wurden in jede Petrischale stets 12 Stiick 
ausgelegt, und die Proben wurden bei Zimmertemperatur gehalten. 








Einwirkungs- Zah! der Keimungen 
dauer des — ——_ 
Desinfiziens Wasser | Chlorkalk 
30 Minuten 2. Tag 4, 3 5, 2 
ia ae ae 

a 0, 5 m2 


Ein Vollkeimung, d.h. l00proz. Keimung, wurde nirgends erreicht. 


2. Hier wurde die Alkoholbehandlung, die sich als iiberfliissig erwies. 
weggelassen und auch das Nachwaschen der Keimproben eingestellt. 
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Einwirkungs- Zahl der Kontroll- 


el) dauer des _ proben im Nach Tagen steril unsteril 
Desinfiziens Thermostaten 
pis 
St 1 Stunde . 6 6 6 0 
1 . 5 > . 
alt ; 2 - ° 6 6 6 0 
ls - ‘ 6 6 6 1) 
er 


Dazugehérige Keimproben. 





“9 Zahl der Samen 20. Zimmertemperatur. 
‘Tl 
Einwirkungs- Zahl der Keimungen 
dauer des — 
e Desinfiziens Wasser | Chlorkalk 
tte 1 Stunde . 2. Tag 14, 12 12, 10 
hig a te 3 62 3, 3 
oj Wg * a? igs 14, 12 14, 12 
= 3, 3 6, 4 
7) ° 2. 12, 10 14, 16 
los es 3. 0 2 3 
‘h- 


Ein weiterer Samen, der sich mit Chlorkalk bequem sterilisieren laBt 
und der auch zur Ausfiihrung physiologischer Versuche geeignet erscheint, 
ist Sinapis alba. 

Sinap?s alba. Desinfiziens: Chlorkaik mit einem titrierbaren Chlorgehalt 
von 0,14 Proz. Chior. Einwirkungsdauer des Desinfiziens *%, Stunden. 
Von den sechs Kontroilproben im Thermostaten waren nach 8 Tagen 
alle sechs steril. 

Dazugehérige Keimprobe. 


Zahl der Samen 14. Zimmertemperatur. 





Einwirkungs- Zahl der Keimungen 
dauer des ——— ——_—__—— 
Desinfiziens Wasser Chlorkalk 
It. 45 Minuten 3. Tag 10 9 
ES eee l l 
. 1 l 
et 
_— Desgleichen leicht zu sterilisieren ist Linwm ussitassimum. 
ick 


Linum ussitassimum. Desinfiziens: Chlorkalk mic 0,14 Proz. titrierbarem 
Chlor. Hinwirkungsdauer des Desinfiziens: '/, Stunde. Von den sechs 
Kontrollproben waren nach 14 Tagen alle sechs steril. 


Dazugehérige Keimproben. 





a ay Zahl der Keimungen 
dauer cannes —— 
Desinfiziens Wasser | Chlorkalk 
| 
'/y Stunde 3. Tag 3 8 
- “o 6 2 
5. i 2 l 


Auch Papaver ist miihelos zu desinfizieren. Sorte ,,Blaumohn*. 


13 
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Papaver. Desinfiziens : Chlorklak mit 0,1 Proz. titrierbarem Chlorgehalt. 
Einwirkungsdauer des Desinfiziens: '/, Stunde. Von den sechs Kontrol]- 
proben im Thermostaten waren nach 10 Tage alle sechs steril. 


Dazugehérige Keimproben. 


Zahl der Samen 50. Thermostat 27°. 





Zahl der Keimungen 





Einwirkungsdaver des Desinfiziens 


Wasser |  Chiorkalk 
a sr 4, Tag 20 10 
5. 25 20 
| 5 10 
-_ 0 5 
Durchschnittl. Keimgeschwindigkeit 4,667 5,222 in Tagen 
I 434 nd eee eo 100 89 


Bei diesen zuletzt besprochenen vier Samen, Brassica napus, 
Sinapis alba, Linum ussitassimum und Papaver erzielten wir unter den 
gegebenen Bedingungen leicht Sterilitét. Bei Brassica, Sinapis und 
Papaver erleichterte unbedingt die glatte Oberfliche und die runde 
Form und vielleicht nicht zuletzt die geringe GréBe der Samen die 
Desinfektion. Linum ussitassimum hat keine so giinstige Oberflichen- 
beschaffenheit wie die anderen drei Samen, aber im Vergleich zu 
Triticum kann sie immer noch als giinstig angesprochen werden. 

Auch bei diesen Samen, wo unter den gegebenen Bedingungen die 
Desinfektion leicht gliickte, wird die aseptische Gewinnung nicht 
unvorteilhaft sein, denn es kann immer méglich sein, daB die Kérner 
einen stairkeren Infektionsgrad erreichen. Im Gegensatz zu anderen 
Samen wird man sie hier unter Umstinden entbehren kénnen. Handelt 
es sich um Versuche, die auf die verlaBliche sterile Aufzucht der héheren 
Pflanze abzielen, so wird diese doppelte VorsichtsmaBregel, erst die 
aseptische Gewinnung und dann noch die Desinfektion, véllig zuver- 
lassige Ergebnisse liefern. 

Nach diesen Samen, bei denen sehr leicht Sterilitat erzielt wurde, 
miissen wieder Friichte besprochen werden, bei denen es aus mechanischen 
Griinden, vor allem wegen der Oberflichenbeschaffenheit, sehr schwer 
war, Sterilitaét zu erzielen. 

Bei Hordeum war es sowohl mit Chlorkalk wie auch mit Kaliumhypo- 
chlorit, bei dem gréBere Chlormengen gegeben werden kénnen, ganz un- 
mdglich, Sterilitét zu erzielen. Weder geeignete Vorbehandlung, noch lange 
Einwirkungszeit brachte uns dem Ziele naher. Es wurden absichtlich zwei 
Sorten verschiedener Provenienz gepriift, Schwarzenberggerste und Hanna- 
gerste. Bei beiden Sorten zeigte sich aber dasselbe Bild, die Unméglichkeit, 
Sterilitat zu erzielen. Die rauhe Oberflache des Gerstenkorns, die durc): 


die schwer abzulésenden Spelzen gebildet wird, tragt wahrscheinlich den 
Hauptteil der Schuld fiir das Versagen der Sterilisation. Auf dieser rauhen 








alt, 
oll- 


zen 


us, 
len 
ind 
ide 
die 
en- 

AN 


die 
cht 
ner 
ren 
elt 
en 
die 
er- 


en 
ver 


in- 
ge 
vel 
na - 
ait, 
rch 
len 
en 


CR a phe Myre 


Se eek ees 


TN POI tlm oc 


Samendesinfektion. 197 


Oberflache werden sich sicher leicht zahllose Keime niederschlagen, die 
dann schwer durch die Desinfektionsfliissigkeit alle vernichtet werden 


kénnen. 
Der nahe Verwandte von Hordeum, Secale, war leicht und ohne Vor- 


behandlung zu sterilisieren. 

Secale. Sorte: Loosdorjer Roggen, den wir der Versuchsanstalt fiir 
Pflanzenziichtung in Tetschen verdanker. Einwirkungsdauer des Desinfiziens 
4 Stunden. Desinfiziens: Chlorkalk mit 0,1 Proz. titrierbarem Chlorgehalt. 
Von den sechs Kontrollproben im Thermostaten waren nach 7 Tagen alle 
sechs steril. 

Dazugehérige Keimproben. 


Zahl der Samen 25. Zimmertemperatur. 








Dauer der Eins Zahl der Keimungen 
wirkung des —— + 
Desinfiziens Wasser Chlorkalk 

4 Stunden 3. Tag 21, 18 23, 18 

4. — a7 2 


Fiir das verschiedenen Verhalten von Gerste und Roggen, die 
doch systematisch so nahe Verwandte sind, gibt es verschiedene Er- 
klarungsméglichkeiten. Einmal kann man die verschiedene Herkunft 
dafiir verantwortlich machen, durch die, wie wir schon wiederholt 
ausgefiihrt haben, die Infektion in Starke und AusmaB bedingt ist, 
dann kann die verschiedene Oberflichenbeschaffenheit des Korns 
auch hier von Bedeutung sein. 


Zea Mays. Nimmt eine Mittelstellung zwischen Roggén und Gerste ein. 
In 50 Proz. der Fille konnte Sterilitaét erzielt werden. Mais ist infolge seiner 
Oberflichenbeschaffenheit entschieden schwer zu sterilisieren. Ahnliche 
Erfahrungen machten auch Esenbeck und Suessenguth') bei ihren Ver- 
suchen mit Pferdezahnmais. Sie finden bei ihren Sterilisationsversuchen 
mit Bromwasser, daB8 die Quelle der Infektion meist bei der Abbruchstelle 
des Fruchtstieles liege und daB man auf die Reinigung dieser Stelle be- 
sonders Wert legen miisse. Griinfeld (1. c.) kam bei der Sterilisation mit 
Silbernitrat zu einem vollen Erfolg, wahrscheinlich war derselbe dadurch 
bedingt, daB die Kérner erst kurz vor dem Versuch aus den Kolben gelést 
wurden und so sehr reines Material vorlag. 

Wir priiften von Mais zwei Proben verschiedener Herkunft, und es 
zeigte sich beidemal das gleiche Bild. Eine vierstiindige Einwirkungszeit 
gewahrleistete nur in 50 Proz. der Fille Sterilitaét, wobei die Keimfahigkeit 
schon erheblich geschidigt wurde. 

Bei Fagopyrum war die Sterilisation mit Chlorkalk unverlaBlich. Ent- 
weder war der Infektionsgrad hier sehr stark oder hat die kantige Oberflache, 
die die Benetzbarkeit des Kornes erschwert, das sichere Gelingen der Sterilitat 
verhindert. Eine sichere Ursache fiir die UnverlaéBlichkeit der Sterilisation 
mit Chlorkalk ist bei diesem Samen schwer anzugeben. 

Einwirkungsdauer des Desinfiziens: '/, Stunde. Desinfiziens: Chlor- 
kalk mit 0,1 Proz. titrierbarem Chlorgehalt. 





*) Esenbeck, E. u. Suessenguth, K., Arch. tf. experim. Zellforsch. 1, 
547, 1925. 
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Von den sechs Kontrollproben im Thermostaten waren nach 8 Tage: 
bei Versuch | sechs, bei Versuch 2 vier, bei Versuch 3 fiinf steril geblieben. 

Die Kérner wurden durch die Desinfektion nicht geschadigt. 

Langere Einwirkungszeiten hatten vielleicht auch hier verlaBlicly 
Sterilitat bedingt, da aber Uspulun und desgleichen héhere Chlorgaben, 
wie in Form von Kaliumhypochlorit verabreicht wurden, zum Ziele fiihrter 
wurde von dieser Priifung Abstand genommen. 


IX. Ein Wort iiber die Dosis curativa und toxica bei Chlorkalk. 


Mit Gassner haben wir unter der Dosis toxica die Menge oder Stirke 
eines Beizmittels zu verstehen, die gerade die Keimung der Samen zi 
schadigen beginnt. Die Dosis curativa gibt iiber die Menge Aufschlul 
die gerade hinreicht, die Keime zu abzutéten. 

Zunachst wollen wir in unserem Falle diese Frage bei Weize 
beantworten. Unsere Zahlen gelten allerdings nur fiir die von uns 
gepriiften Verhiltnisse unbedingt verlaBlich. Gassners Angaben be 
ziehen sich stets auf die Abtétung der Sporen des Erregers des Stein- 
brandes des Weizens, und er konnte in vitro ganz genau nachweisen 
daB bei Anwendung einer bestimmten Konzentration die Sporen ab. 
getétet wurden. In unserem Falle wissen wir, wie schon éfter erwihnt. 
nie was wir abtéten wollen, und infolgedessen kann bei dem einen Materia! 
die Dosis curativa hoch, bei dem anderen niedrig liegen. Ferner ist zu 
bedenken, daB, wenn wir Chlorkalk in Wasser aufschiitteln und ab. 
filtrieren, wir in dem Filtrat eine bestimmte titrierbare maximale Chlor- 
konzentration haben, die wir nicht mehr vergréBern kénnen. Von dem 
oc! 
Cl 
jedenfalls aber nur eine beschrinkte Chlormenge, so daB es ohne weiteres 
klar ist, daB in dem Filtrat, das nur die geléste Substanz enthalt, ein 
sehr beschrankter Chlorgehalt ist. Wir sprechen stets vom Chlor, da 
dies jedenfalls das wirksame Agens der Desinfektionsfliissigkeit ist 
Durch Wasserzusatz zu dem Filtrat kénnen wir uns dann eine Reihe 
beliebiger Verdiinnungen herstellen. Ist allerdings die héchstmégliche 
Chlormenge von zu geringer chemotherapeutischer Kraft, dann muti 
ich nach anderen Mitteln Umschau halten, die mir einen gréberen 
Chlorgehalt gewahren. 

Im Zusammenhang mit diesen Untersuchungen wurde auch die Chlor- 
kalkmenge bestimmt, durch die eine gesattigte Lésung bedingt wird 
Bei den von uns gepriiften Praparaten geniigte ein halbes Gramm Chlor- 
kalk auf 100 ccm Leitungswasser, um ein gesiittigtes Filtrat zu erhalten 
Der Chlorgehalt dieser Lésungen betrug annihernd 0,16 bis 0,2 Proz 
titrierbares Chlor. Der Chlorgehalt der Handelspraparate schwankt 
natiirlich auch, so daB es ohne weiteres méglich erscheint, dab be: 
anderen Praparaten mehr oder weniger Chlorkalk zur Sattigung noétig 


, : : ’ indi (| 
Calciumhypochlorit Ca lést sich in Wasser wahrscheinlich Cas, 1 
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sein wird. Auch mu® man stets die Verluste an Chior, die wahrend 
der Filtration unvermeidlich sind, in Rechnung stellen. Besonders 
bei gréBeren Einwagen von Chlorkalk sind die Filtrationsverluste groB, 
da durch die unlésliche Substanz das Filter sehr stark verlegt wird und 
die Filtration dann nur sehr zégernd vonstatten geht. Auf diese Weise 
erzielten wir manchmal bei gréBeren Chlorkalkmengen einen be- 
scheideneren Chlorgehalt im Filtrat als bei kleinen Einwagen, durch 
die das Filter bedeutend weniger verlegt wird. 

Nach diesen orientierenden Untersuchungen schritten wir daran, bei 
Postelberger Weizen Dosis curativa und Dosis toxica zu bestimmen. 

Wir stellten uns zundchst eine Chlorkalkaufschwemmung her, in der 
auf L00cem Wasser etwa 1,5 g Chlorkalk kam (Merck-Praparat). Diese 
\ufschwemmung wurde abfiltriert und ergab im Filtrate einen titrierbaren 
Chlorgehalt von etwa 0,18 Proz. Diese Stammlésung wurde nun stufenweise 
verdiinnt. Die Einwirkungsdauer wurde mit 4 Stunden bemessen, da sich 
in friiheren Versuchen dieser Zeitraum sehr gut bewahrte. 


Posielberger Weizen. Einwirkungsdauer 4 Stunden. 


1. Bestimmung der Dosis curativa. 





Proz. titrierbares Chior 


0,18 0,09 0,045 0,0225 


Je 6 Kontrollproben im Thermo- 
Ne Me rhe ig, esi te and aut steril steril steril unsteril 


2. Bestimmung der Dosis toxica. 
Zah| der Samen 25. Zimmertemperatur. 





Zahl der Keimungen 





— s- —-——— a 
Wasser _Chlorkalk (Proz. Chior) 
0,18 0,09 0,045 00,0225 
I il I ll I Il I II I Il 
3. Tag 24 25 24 22 2 25 24 2 24 25 


Es erfolgten keine weiteren Keimungen. Bei diesem Versuch wurde, 
wie bei allen Versuchen mit Postelberger W eizen, mit Vorbehandlung gearbeitet. 
Die Keimproben wurden nachgewaschen. 


Dosis curativa: 0,045. Dosis toxica: 0,18. 


Chemotherapeutischer Index ct = 0,045/0,18 0,25. 





Chlorkalk 
Wasser - , 
0,18 0.09 0.045 0.0225 
Wertungszah]. ... . 100 99 100 100 100 


Auch hier war es mit Riicksicht auf die sterilen Bedingungen, die 
eingehalten werden muBten, nicht ratsam, eine gréBere Zahl von Samen 
zu verwenden. 
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Der chemotherapeutische Index fallt unter diesen Bedingunge, 
recht giinstig aus. Dieses Ergebnis darf aber nicht zu stark veral|. 
gemeinert werden, denn, wie schon erwahnt, wird durch den jeweiligey 
Grad der Infektion die Dosis curativa verschoben werden. Dann mubte 
unbedingt vor der Desinfektion eine Vorbehandlung eingeschobey 
werden, um die Benetzbarkeit zu bessern. Ohne die Alkoholvorbehand- 
lung gelangten wir unter den gegebenen Bedingungen gar nicht zur 
Dosis curativa; in diesem Falle ist der chemotherapeutische Index 
unbestimmbar und das Sterilisationsmittel unbrauchbar. Denken wir 
dagegen an die Versuche mit dem Criewener Weizen, den wir jeweils 
vor der Versuchsanstellung erst ausrebelten, so liegt die Sache viel 
giinstiger. Eine genaue Bestimmung des chemotherapeutischen Indexes 
wurde nicht vorgenommen, aber orientierende Versuche zeigten, dai 
er ungefihr dem bei Postelberger Weizen (wie er mit Vorbehandlung 
erzielt wurde) entsprechen diirfte. Bei einer anderen gepriiften Weizen- 
sorte, General von Stocken, wird die Dosis toxica schon friiher erreicht, 
sie liegt bei 0,07 Proz. titrierbarem Chlor. Gelegentlich dieser Beob- 
achtung muB unbedingt darauf hingewiesen werden, daB die Dosis 
toxica bei unseren Versuchen ebensowenig fiir eine Spezies bindend ist, 
wie die Dosis curativa. Die verschiedenen Weizensorten verhalten sich 
beziiglich der Dosis toxica sehr verschieden. Hier wollen wir nur die 
beiden Weizensorten, Postelberger Wechselweizen, Ernte 1924, und 
General von Stocken, Ernte 1924, gegeniiberstellen. Bei Postelberger 
werden 0,09 Proz. titrierbares Chlor bei vierstiindiger Einwirkungsdauer 
gut vertragen, General von Stocken wird bei der gleichen Einwirkungs- 
zeit schon durch 0,07 Proz. titrierbares Chlor in seiner Keimgeschwindig- 
keit ganz erheblich beeintrichtigt. Weitere einschligige Beobachtungen 
werden in einer spiteren Publikation wiedergegeben werden. 

Aus diesen Mitteilungen ist zu ersehen, daB Chlorkalk bei Triticum 
vulgare ein ganz brauchbares Desinfektionsmittel ist. Bei den Versuchen, 
die auf Universalsterilitat abzielen, ist es jedoch ganz unmédglich, die 
Dosis curativa verbindlich anzugeben, die Dosis toxica wird nach der Sorte 
variieren, so daB wir von der Aufstellung eines allgemein giiltigen 
chemotherapeutischen Indexes bei Weizen absehen miissen. 

Desgleichen haben wir die Bestimmung des chemotherapeutischen 
Indexes bei den anderen Samen nicht vorgenommen. In der ganzen 
Arbeit wurde das Schwergewicht auf die Untersuchungen an Weizen 
gelegt, da es uns vorlaufig darauf ankam das Prinzipielle zu erlautern, 
und das laBt-sich stets zunichst an einem Objekt am besten tun. Bei 
einzelnen Samen, so bei Hafer, Mais und Beta vulg., liegt die Dosis 
toxica wesentlich niedriger als die Dosis curativa. Bei Gerste Vicia 
faba und Lupinus albus wurden weder Dosis curativa (absolut sicher), 
noch Dosis toxica gefunden. Bei Brassica napus Sinapis alba, Linum 
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issitassimum, Papaver, Pisum, Wicke, Roggen diirfte der chemo- 
therapeutische Index unter den gegebenen Bedingungen sehr giinstig 
vusfallen, da ja in kurzer Einwirkungszeit mit geringen Chlormengen 
ohne jedwede Schadigung der Samen Sterilitaét erzielt wurde. 

Bei Triticum vulgare (Postelberger Wechselweizen) orientierten wir 
uns auch noch dariiber, wie der Einflu8 einer sehr langen Einwirkungszeit 
sich geltend macht. Selbst eine 14stiindige Einwirkungszeit wurde ohne 
Schadigung des Keimprozesses ertragen, allerdings wird die durchschnittliche 
Keimgeschwindigkeit etwas herabgedriickt. 

Postelberger Wechselweizen. Einwirkungsdauer des Desinfiziens: 
14 Stunden. Vorbehandlung. 0,1 Proz. titrierbares Chlor. 


Von den sechs Kontrollproben im Thermostaten waren nach 9 Tagen 
alle sechs steril. Keimgeschwindigkeit und Keimprozente bleiben nahezu 


unbeeinfluBt. 

Wir sehen also, da®B der chemotherapeutische Index in bezug auf die 
Einwirkungszeit recht giinstig ausfallen wiirde. Bei 2 Stunden Einwirkungs 
zeit wird bereits Sterilitat erzielt und die Schadigung, die andererseits nach 
einer 14stiindigen Einwirkungszeit auftritt, ist nicht bedeutend. 

Die mitgeteilten Erfahrungen zeigen jedenfalls, daB der Chlorkalk 
bei gewissen Samen und Friichten und unter bestimmten Bedingungen 
ein verwendbares Desinfektionsmittel ist. Die Herkunft und Be- 
schaffenheit des Saatgutes spielt bei anderen Desinfektionsmitteln 
auch eine Rolle, und ein Teil der Unsicherheit, der Sterilisation, die 
bei Chlorkalk gilt, wird man bei anderen Mitteln ebenfalls in Kauf 
nehmen miissen. Das Unangenehmste ist, daB man sich keine Lésungen 
herstellen kann, deren Chlorgehalt von vornherein genau feststeht, und 
da man immer die Lésungen vor Gebrauch filtrieren muB. Ferner ist 
es ein Nachteil, daB der Chlorgehalt der Lésungen verhiltnismaBig 
niedrig ist ; dieser Ubelstand lieBe sich durch Zusatz bestimmter Mengen 
von Natriumearbonat, wodurch Natriumhypochlorit gebildet wird, 
das leicht wasserléslich ist, bessern. Angenehm ist es andererseits, dab 
bei der Desinfektion mittels Chlorkalks im allgemeinen keine ernsten 
Schidigungen des Samenkorns zu befiirchten sind. Die Wertungszah! 
liegt allerdings haufig unter 100, diese kleine Verzégerung der durch- 
schnittlichen Keimgeschwindigkeit laBt sich bei Laboratoriumsversuchen 
viel eher ertragen, als bei Feldversuchen. Immerhin kann man unseres 
Erachtens den Chlorkalk unter die Samendesinfektionsmittel einreihen, 
natiirlich gilt fiir ihn auch das, was am Anfang ganz allgemein tiber 
die Unsicherheit der verschiedenen Sterilisationsmittel gesagt wurde. 
Ohne die Bewertungsmethode von Gassner wiirden die Keim- 
verzégerungen, die gelegentlich auftreten, gar nicht so ins Auge fallen. 

Im groBen und ganzen decken sich die hier mitgeteilten Versuchs- 
ergebnisse mit den Angaben von Wilson. Wilson beobachtete erst nach 
viel lingeren Einwirkungszeiten Schidigungen; jedenfalls kiimmerte 
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er sich nur um Schadigungen der Keimprozente, die wir auch nur ganz 
selten beobachten konnten. Die durchschnittliche Keimgeschwindigkeit 
wurde bis jetzt nirgends in der einschlagigen Literatur beriicksichtigt 
Es ist ja wahr, dab sie bei der Beurteilung von Laboratoriumsversuche,, 
weniger wichtig ist, als bei Versuchen, die die Grundlage fiir Feldversuche 
bilden. Bei einer theoretischen Betrachtung des ganzen Sterilisations 
problems, wie wir sie unter anderem auch anstrebten, erschien es wns 
nicht unwichtig, auch diesen Faktor einmal zu beriicksichtigen. Nw 
bei Mais kommt Wilson zu einem ausgesprochen giinstigeren Ergebnis 
als wir. Durch eine achtstiindige Einwirkungsdauer erzielte er bei Zea 
ohne alle Schadigung verlaBlich Sterilitat. Bei Hafer erzielte er durch 
Entfernung der Spelzen Sterilitat. Ganzlich miBgliickte die Sterilisation 
nur bei Fagopyrum und den Knollen von Solanum tuberosum. 

Uber die Notwendigkeit einer Vorbehandlung spricht sich der 
Verfasser nicht aus. Bemerkenswert ist jedenfalls, daB meistens sehr 
lange Einwirkungszeiten benutzt wurden, und daB dieselben gut ver- 
tragen wurden. Bei Linum uss. sind z. B. 10 Stunden angegeben, wi: 
kamen mit etwa 45 Minuten aus. Der Spielraum zwischen der gerade 
zur Desinfektion ausreichenden Einwirkungszeit und der eben schadi- 
genden ist meist recht groB. 

Unsere Versuche stellen jedenfalls eine weitgehende Bestitigung. 
zum Teil aber auch eine Einschrankung der Wilsonschen Versuche dar. 
Wilsons SchluBsatz lautet: ,,In conclusion it should be added, that the 
method not only offers a way for securing sterile plantlets for physio- 
logical experiment, but also for eradicating such plant diseases as may 
be controlled by treating seed.“ Ungeféhr zu demselben Ergebnis 
kommen auch wir auf Grund unserer Versuche. 


X. Priifunge anderer Chlorpriparate. 


Da das fiir die Desinfektion wirksame Agens im Chlorkalk das Chlor 
sein diirfte, interessierte es uns, einmal zu untersuchen, wie sich die 
Samen héheren Chlorgaben gegeniiber verhalten, als sie in den Filtraten 
von Chlorkalk zur Verfiigung stehen. Ferner schien es méglich, dat 
sich bei Anwendung von Lésungen mit starkem Chlorgehalt vielleicht 
die umstiandliche Vorbehandlung umgehen lieBe. 

a) Chlorwasser mit einem titrierbaren Chlorgehalt von 0,08 Proz. 
Hier war der Chlorgehalt der Lésung kleiner als bei den meisten Versuchen 
mit Chlorkalk. Begreiflicherweise gelangten wir hier ohne Vorbehandlung 
zu keiner erfolgreichen Desinfektion des Postelberger Wechselweizens (es 
handelt sich wieder um dasselbe Material wie friiher). 

b) Natriumhypochlorit. Natriumhypochlorit, das man in konzentrierte! 
Lésung im Handel hekommt, ist leicht wasserléslich, und wir konnten 
auf diese Weise Lésungen mit verhaltnismaBig hohem titrierbaren Chlor- 
gehalt herstellen. 
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30 Teile Natriumhypochlorit (konzentrierte Lésung der Firma 
Dr. Schuchardt) auf 100 cem Wasser ergab einen titrierbaren Chlorgehalt 
von 0.5 Proz. Durch eine dreistiindige Einwirkungszeit dieser Lésung 
konnten wir ohne Alkoholvorbehandlung Postelberger Wechselweizen ortolg- 
reich desinfizieren, ohne daB die Samen geschidigt wurden. 

1. Einwirkungsdauer des Desinfiziens: 3 Stunden, titrierbarer Chlor- 
gehalt : 0,5 Proz. Postelberger Wechselweizen. Von den sechs Kontrollproben 
waren nach 13 Tagen alle sechs steril. 


Dazugehérige Keimprobe. 


Zahl der Samen: 25. Zimmertemperatur. 





Zah! der Keimungen 


Wasser Natriumhypochlorit 
>. fae 24, 25 24, 24 


0,36 Proz. titrierbares Chlor geniigte bei 14,stiindiger Einwirkungszeit 
nicht mehr zu einer erfolgreichen Desinfektion des Postelberqer Wechsel- 
weizens ohne Vorbehandlung. 


Dieser orientierende Versuch zeigt uns, dab wir unter den gegebenen 
Verhaltnissen bei einem entsprechend starken Chlorgehalt bei der 
gepriiften Weizensorte ohne Vorbehandlung auskommen. Bei den 
nun folgenden Versuchen mit Kaliumhypochlorit stellten wir in einer 
Versuchsserie den chemotherapeutischen Index fest. 

c) Kaliumhypochlorit (dreifach konzentriertes Praparat der Firma 
de Haen). Bestimmung des chemotherapeutischen Indexes fiir Postelberger 
Wechselweizen. Keine Vorbehandlung. Einwirkungsdauer: 4 Stunden. 


Kaliumhypochloritlésungen mit einem 


Chlorgehalt von . . . . . -02 O04 08 titrierbarem Chlor 


{steril 2 3 6 5 
lunsteril 4 3 0 1 


Die Dauer der Kontrollpriifung betrug 8 Tage. 


Zah! der Kontrollproben : 6, davon 


Dazugehérige Keimproben. 


Zahl der Samen: 50. Zimmertemperatur. 





Zahl der Keimungen 


’ Kaliumhypocblorit mit einem 
titrierbaren Chlorgehalt 


0.2 Proz. 0,4 Proz. 08 Proz. 


Wasser || 


28 50 30 ( 
2 - 18 3: 
6. xe 3 eee ee ey ee 2 
Durehschn, Keimgeschwindigk. 3,48 3,44 4,644 in Tagen 
RES oS 100 115 103 67 


Dosis curativa: 0,8 Proz. Dosis toxica: 0,8 Proz. 
Chemotherapeutischer Index c/t 1. 
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Der chemotherapeutische Index liegt hier bei 1, also verhaltni. 
maiBig ungiinstig, denn bei einem guten Beizmittel bzw. Desinfizie:. 
wird mit Recht nach Gassner gefordert, daB der chemotherapeutiscl, 
Index unter 1 liegt. Allerdings darf man bei einem Desinfektionsmitte|, 
das _ ,,Totalsterilitat“ erzielen soll, keine zu strengen Forderungey 
stellen; unangenehm ist, daB die Dosis curativa nicht unbedingt ver- 
laBlich erreicht wurde. Jedenfalls ist das Ergebnis besser als bei Chlor- 
kalk, wo ohne Vorbehandlung die Dosis curativa nicht erreicht wird 

Erfolgreich, d.h. ohne Schaidigung des Samenmaterials, konnten 
wir Buchweizen mit Lésungen, die einen titrierbaren Chlorgehalt voy 
0,2 hatten, desinfizieren. Dieses Ergebnis mu eigens hervorgehoben 
werden, da wir mit den normalen Chlorkalklésungen (titrierbare: 
Chlorgehalt 0,1 Proz.) nicht verlaBliche Sterilitat erzielen konnten 
Bei Vicia faba dagegen half auch die Anwendung héherer Chlorgaben 
nichts. 

Da wir bei Postelberger Weizen selbst bei Anwendung von recht 
stark konzentrierten Lésungen die Alkoholvorbehandlung nicht ganz 
entbehren konnten, falls wir 100 proz. Sterilitat erzielen wollten, hielten 
wir einmal Umschau nach ganz anderen Desinfektionsmitteln. Der 
Gedanke lag nahe, einmal einige der bekannten Steinbrandbeizmitte! 
in dieser Hinsicht zu priifen. 


XI. Prifung einiger bekannter Beizmittel beziiglich ihrer Brauchbarkeit 
fiir eine Totaldesinfektion des Samenmaterials. 

a) Tillantin. Dieses Priiparat erzeugen die Farbwerke vorm 
Meister, Lucius und Briining in Héchst am Main. Der wirksamste 
‘Bestandteil dieses Mittels ist K‘upfersulfat, dessen unangenehme schidi- 
gende Wirkungen durch bestimmte Beizstoffe aufgehoben werden sollen. 

Als Samendesinfektionsmittel ohne Vorbehandlung eignet sich 
Tillantin nicht, da die Dosis toxica viel niedriger liegt als die Dosis 
curativa. Versuchsobjekt ist durchweg Postelberger Wechselweizen 
Konzentration der Lésung durchweg 0,5 Proz. 

Nach einer dreistiindigen Desinfektion blieben von den sechs 
gepriiften Kontrollproben nur drei steril. Die Keimproben sind voll- 
kommen geschidigt, da keine Wiirzelchen mehr ausgebildet werden. 
Koleoptile normal (die Keimproben wurden vor dem Auslegen nicht 
nachgewaschen). 

Die Wiederholung dieses Versuchs brachte das gleiche Ergebnis 
Im Zusammenhang mit diesen Beobachtungen muB an die Versuche 
von P.Griinfeld (\.c.), die er in unserem Laboratorium mit Kupfer- 
sulfat ausgefiihrt hat, erinnert werden. Griinfeld gibt fiir die Samen 
sterilisation mittels Kupfersulfat an, daB ohne weitgehende Schadiguny 
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der Samen keine verlaBliche Sterilitat erzielt werden kann, also dab 
Kupfersulfat ein ungeeignetes Samendesinfektionsmittel ist. 

b) Germisan. Dieses Beizmittel wird von der Saccharinfabrik 
vorm. Fahlberg, List und Co., Magdeburg, erzeugt und enthalt als 
wirksames Agens Quecksilber in organischer Bindung. Es wurden 
stets 0,5proz. Lésungen verwendet, 

1. Versuchsobjekt. Postelberger Wechselweizen. Einwirkungsdauer : 
4 Stunden. Nach 8 Tagen waren von sechs Kontrollproben vier steril, zwei 
unsteril. Keimgeschwindigkeit und Keimprozente deutlich gehemmt. 

Einwirkungsdauer: 6 Stunden. Nach 8 Tagen waren von den sechs 
Kontrollproben sechs steril. Die dazugehérigen Keimproben sind sichtlich 
geschadigt beziiglich ihrer Keimgeschwindigkeit. 

2. Versuchsobjekt. Zea Mays. Einwirkungsdauer: 4 Stunden. Von 
den sechs Kontrollproben im Thermostaten waren nach 8 Tagen alle sechs 
steril. 

Dazu gehérige Keimproben. 


Zahl der Samen: 15. Thermostat; 27°. 





Zah| der Keimungen 


Wasser Germisan 


2. Tag 2 6 
= 6 10 
a ] 0 


Dasselbe Kérnermaterial von Mais, das sich mit, Chlorkalk nur 
unvolikommen sterilisieren laBt, lieB sich mit 0,5 proz. Germisanlésungen 
einwandfrei desinfizieren. 

Die kleinen Versuche, die hier mitgeteilt sind, zeigen jedenfalls, 
daB Germisan als Samendesinfektionsmittel fiir physiologische Versuche 
zu brauchen ist. Die Keimverzégerungen spielen bei derartigen Ver- 
suchen keine sehr groBe Rolle. Vergleichen wir mit Erfolgen, die wir 
mit Chlorkalk erzielten, so ist bei Germisan das Ergebnis jedenfalls 
schon deswegen giinstiger, weil die Vorbehandlung iiberfliissig war. 

c) Uspulun ist das zurzeit bekannteste Quecksilberpraparat. 
Es wird von den Farbenfabriken vorm. Fr. Bayer und Co. in Leverkusen 
bei KélIn am Rhein erzeugt. Die Urteile iiber das Uspulun lauten alle 
eindeutig giinstig. Eine Bestitigung dieser Angaben, die vielfach aus 
der landwirtschaftlichen Praxis stammen, hat Gassner durch seine 
wissenschaftliche Durcharbeitung gegeben (l.c.). Fiir die Zwecke der 
Praxis wird 0,1 Proz. als giinstigste Konzentration empfohlen, diese 
Dosis wirkt leicht stimulierend und tétet gleichzeitig bei einstiindiger 
Einwirkung die Sporen des Steinbrands ab. Die Dosis toxica (auf roten 
Schlanstadter Weizen bezogen) liegt bei 0,25 Proz. Die Schadigungen 
sind zunachst sehr gering und kénnen bei Sterilisationsuntersuchungen 
im Laboratorium ohne weiteres in Kauf genommen werden. Diese 
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Angaben beziehen sich alle auf die Abtétung der Sporen von Tillet 
tritici, es fragte sich nun, ob Uspulun auch die Sporen anderer Pilze 
und Bakterien abzutéten vermag. 

Schon eingangs in dem Kapitel ,,Cber eine absichtliche stirken 
Infektion der Weizenkérner“ besprachen wir zum Vergleich mit de, 
Chlorkalkversuchen einige Versuchsserien mit Uspulun. Diese zeigte; 
schon die giinstige Wirkung des Uspuluns als Samendesinfektionsmitte| 
Hier in diesem Kapitel soll nun etwas ausfiihrlicher iiber die weitere: 
Versuche mit Uspulun berichtet werden. 

Nach einigen orientierenden Versuchen, die eindeutig fiir die Brauch 
barkewt des Uspuluns fiir eine derartige Desinfektion an Triticum vuly 
sprach, unternahmen wir systematische Versuche, um den EinfluB be. 
stimmter Uspulungaben und verschiedener Einwirkungszeiten zu priifen 


Versuchsdauer: 8 Tage. Postelberger Wechselweizen. Zahl der Kontroll- 
proben: sechs. Einwirkungsdauer des Desinfiziens: 1 Stunde. 





Ohne Vorbehandlung Mit Alkoholvorbehandlung *) 
0,125 0,25 05 0,125 0.25 0,5 Proz. Uspulur 
(6) | 1 (5) 5 (1) 4(2) | 1) 4 (2) 
Einwirkungsdauer des Desinfiziens: 4 Stunden. 
3 (3) 4 (2) 6 4 (2) 6 6 
Einwirkungsdauer: 14 Stunden. 
6 6 6 6 6 6 


*) () bedeutet unsteril. 
Dazugehérige Keimproben. 


Zahl der Samen: 50. Zimmertemperatur. 





0,125 0,25 0,5 Proz. Uspulun Wasser 


Einwirkungsdauer | Stunde. 


_*. wei 25, 25 30, 28 16, 27 37, 32 

ae ae 24, 14 16, 20 30, 20 12, 16 
Einwirkungsdauer 4 Stunden. 

See 29, 27 27, 28 23, 39 31, 36 

ae bah de 21, 23 23, 21 26, 10 18, 12 
Einwirkungsdauer 14 Stunden. 

) are 49.50 | 48, 47 46, 47 48, 49 


Die beste Einwirkungszeit fiir die Desinfektion bei Postelberge 
Wechselweizen ist unter den gegebenen Bedingungen /4 Stunden. Bei 
dieser Einwirkungszeit liegt die Dosis curativa bei 0,125, die Dosis 
toxica laBt sich bei dem zugehérigen Keimversuch nicht ganz genau 
bestimmen, da er am dritten Tage nicht ausgezihlt wurde. Sie liegt 
ungefaihr bei 0,125. Demnach bekamen wir einen chemotherapeutischen 
Index von 1, also wie bei Kaliumhypochlorit. Dieser chemothera- 
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peutische Index von 1 wurde ohne Vorbehandlung erzielt, infolgedessen 
ist das Resultat im Vergleich zu Chlorkalk ganz giinstig, wo ohne 
Vorbehandlung die Dosis curativa iiberhaupt nicht erreicht wurde 
Da die Sterilitat auch ohne Alkohol absolut sicher erreicht wurde. 
bedeutet Uspulun auch gegen Kaliumhypochlorit einen Fortschritt. 

Nach unseren Erfahrungen kann Uspulun auch in die Reihe der 
Samendesinfektionsmittel eingereiht werden, die fiir die sterile Aufzucht 
der héheren Pflanze dienen. Die Keimverzégerungen, die man in Kauf 
nehmen muB, sind meist sehr gering. Diese Beobachtung tiber die 
geringe Schadlichkeit selbst héherer Uspulungaben deckt sich voll- 
kommen mit den Angaben von Senf!). ,,Selbst ein fliichtiger Blick auf 
die Ergebnisse der Keim- und Triebkraftpriifungen zeigt, daB Uspulun 
die Zahl der normal keimenden wie auflaufenden Pflanzen in keinem 
Falle sicher vermindert, und daB die Schadigung selbst durch die viermal! 
stirkere Konzentration (1 Proz.) als die nach der ‘Beizvorschrift ge- 
forderte nicht erreicht wurde, wenn diese Lésung die Keimungsvorgange 
auch teilweise verzégerte*. 

Vorlaufig haben wir uns nur mit Weizen beschaftigt. Die weiteren 
Untersuchungen zeigten dann, da Uspulun auch fiir andere Samen 
ein ganz brauchbares Desinfektionsmittel ist. 

1. Versuchsobjekt. Buchweizen. Kinwirkungsdauer: 1 Stunde 20 Mi- 
nuten. Konzentration: 0,5 Proz. Von den sechs Kontrollproben waren nach 
7 Tagen alle sechs steril. 

Dazugehdrige Keimproben. 


Zahl der Samen: 20. Zimmertemperatur. 





Zab! der gekeimten Samen 


Wasser Ospulun 


1 
4 
0 
4 


2. Versuchsobjekt. Zea Mays. Finwirkungsdauer: 4 Stunden. Kon- 
zentration: 0,5 Proz. Von den sechs Kontrollproben waren nach 8 Tagen 
alle sechs steril. 

Dazugehérige Keimproben. 


0 


Zahl der Samen: 10. Thermostat: 27°. 





Zahi der gekeimten Samen 


Wasser Uspulun 
2. Tag . 
ae 
_ a 


') Senf, Bot. Arch. 10, Heft 3 bis 4, 1925. 
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3. Versuchsobjekt. Phaseolus. Einwirkungsdauer: 4 Stunden. Kon. 
zentration: 0,5 Proz. Von den sechs Kontrollproben waren nach 6 Tage) 
alle sechs steril. 

Dazugehdrige Keimproben. 


70 


Zahl der Samen: 20. Thermostat: 27°. 





Zahl der gekeimten Samen 


Wasser Uspulun 
Le «. 5 0 
. « 1 7 
3. ] 1 
me “i 1 2 
Keine weitere Keimung. 
4. Versuchsobjekt. Hordeum. Einwirkungsdauer: 4 Stunden. Kon 


zentration: 0.5 Proz. Von den sechs Kontrollproben waren nach 7 Tagen 
alle steben steril. * 
Dazugehérige Keimproben. 


Zahl der Samen: 50. Zimmertemperatur. 





Zahl der Keimungen 


Wasser Uspulun 


2. Tag 5 0 
&. > 40 4 
. “a 5 3 
_ _ 3 
 —_ — 17 
a » — 13 


5. Versuchsobjekt. Lupinus albus. Einwirkungsdauer: 4 Stunden 
Konzentration: 0,5 Proz. Von den sechs Kontrollproben waren nach 7 Tagen 
alle sechs steril. 


Dazugehérige Keimproben. 


Zahl der Samen: 10. Thermostat: 27°. 





Zahl der Keimungen 





Wasser Uspulun 
1. Tag . 0 1 
ces 2 6 
ma. he 5 3 
= % 2 0 


6. Versuchsobjekt. Vicia Faba. Hier versagte Uspulun vollkommen. 


Mit Uspulun konnte bei einer Anzahl von Samen, wie Buchweizen, 
Zea Mais und Lupinus albus, bei denen die Sterilisation mit Chlorkalk 
nur teilweise gliickte, 100proz. Sterilitaét erzielt werden. Selbst Vor- 
behandlung war in diesem Falle iiberfliissig. Hordeum, das weder mit 
Chlorkalk, noch Kaliumhypochlorit auch nur in einer einzigen Probe 
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steril blieb, wurde mit Uspulun einwandfrei desinfiziert, allerdings 
muBte eine betrachtliche Keimverzégerung in Kauf genommen werden. 

d) Kalimat ist ein inlandisches Praparat, das von der Oderberger 
chemischen Fabrik erzeugt wird. 


Versuchsobjekt: Postelberger Wechselweizen. 





Finwirkumgs- K onzentration | Zahl der 


~ =. “i | Kontroliproben Nach Tagen steril unsteril 
| 
1 Stunde . 2,5 6 7 1 5 
4 Stunden 1 6 7 5 1 
4 2 6 7 6 0 
4 i 2.5 6 7 5 1 
4 5 6 7 6 0 


” 


Bei den Keimproben ist eine erhebliche Verlangsamung der Keim- 
geschwindigkeit zu verzeichnen und auch eine ernste Schidigung der Keim- 
prozente. 


Die Priifung der verschiedenen Brandbeizmittel beziiglich ihrer 
Eignung zur Erzielung einer vollkommenen Keimfreiheit ist hier zum 
ersten Male in gréBerem Umfange vorgenommen. Uspulun wird sich 
dank seiner guten Wirkung sicherlich als Sterilisationsmittel einbiirgern 
kénnen. Dieser Erfolg war bei Uspulun vorauszusehen, da es wegen 
seiner Unschadlichkeit dem Samenkorn gegeniiber best bekannt ist 
und heute schon als Universalmittel fiir die verschiedensten Krank- 
heiten auf den Markt gebracht wird. 

Germisan hat unter den gegebenen Bedingungen auch nicht schlecht 
gewirkt, nur muf man bei diesem Praparat bedeutende Keimver- 
zogerungen bei Triticum in Kauf nehmen. 

Kalimat wirkt etwas ungiinstiger als Germisan. 

Wogegen Tillantin fiir unsere Zwecke ginzlich unbrauchbar war. 

Im Vergleich zu den untersuchten Chlorverbindungen wirkt Uspulun 
sehr giinstig, ja soar besser, da die Vorbehandlung wegfallen kann. 
Gegeniiber Germisan und Kalimat wird man eher dem Calcium- bzw. 
Natrium- und Kaliumhypochlorit den Vorzug geben. 

Jedenfalls zeigen die vorliegenden Untersuchungen, da8 mit einem 
guien Beizmittel ohne weiteres die im Laboratorium zu fordernde 
, Totaldesinfektion’* zu erzielen ist. Die nichsten Zeilen berichten 
nun tiber einen kleinen Versuch, die Verwendungsméglichkeit von 
Chlorkalk gegen Brandsporen zu priifen. 


XII. Praktische Priifung des Chlorkalks. 

Beziiglich der praktischen Priifung des Chlorkalks machten wir 
uns die Erfahrungen Gassners (|. c.) zunutze. Wir kultivierten die 
Brandsporen (Tilletia tritici) auf 0,1] proz. Calciumnitratlésungen und 
stellten mittels mikroskopischer Kontrolle das Wachstum der vor- 

Biochemische Zeitschrift Band 172. 14 
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behandelten und nicht vorbehandelten Sporen fest. Dazu wurden 
natiirlich die entsprechenden Keimproben mit Weizen angesetzt. Dic 
folgende Tabelle gibt tiber den genauen Verlauf dieses Versuchs Auf- 
schluB. Dieser Laboratoriumsversuch erheischt aber unbedingt noch 
zur Sicherstellung einen Feldversuch, denn es ist zu befiirchten, dal} 
der Chlorkalk méglicherweise die am Samenkorn und vor allem in den 
Rillen haftenden Brandsporen infolge seines schlechten Benetzungs. 
vermégens nicht abtétet. 


Sporenkeimversuch. 

Beizdauer: 1 Stunde. Zu jeder Probe wurde eine Skalpellspitze der 
Brandsporen gegeben. Die Beizung wurde in kleinen Erlenmeyerkélbchen 
vorgenommen. Wahrend der Einwirkungsdauer wurde wiederholt durch- 
geschiittelt. Es muBSten unbedingt filtrierte Lésungen verwendet werden, 
da das Desinfiziens nach der Einwirkungszeit griindlich auswaschbar sein 
muBte, denn es ist nicht zuléssig, nachweisbare Mengen des Desinfiziens in 
das Keimbett der Sporen zu bringen. Verschiedene Gewichtsmengen 
Chlorkalk (hier wurde technischer Chlorkalk benutzt) wurden in 100 ccm 
Wasser aufgeschwemmt und die Lésung dann abfiltriert. Die Sporen 
wurden nach der Einwirkung dieser filtrierten Lésung ausgesetzt. Die 
Keimproben wurden mit den gleichen Aufschwemmungen angesetzt, die 
aber nicht filtriert wurden, da eine Filtration bei praktischer Verwendung 
undenkbar ist. Es ist selbstverstandlich nicht ganz korrekt, einmal filtrierte 
und einmal unfiltrierte Lésungen zu gebrauchen, aber bei diesem orientieren- 
den Versuch wiaihlten wir doch diesen Weg. 


Temperatur wahrend der Keimung: 14 bis 17°. 





g Chlorkalk auf 100 ccm Wasser 





i) 
an 
- 


0.06 0,125 0,25 0,5 1 
5.Tag | Keimungen Keimungen Keimungen 0 0;';0';0:0 
» |i ~ - * vereinzelte 0 0 O 0 
Keimungen 


Bei den nicht vorbehandelten Sporen erfolgte am vierten Tage Keimung. 


Keimversuch der Samen. 
Postelberger Wechselweizen. Zahl der Samen: 25. Zimmertemperatur. 











—______ — —— — 





~g Chlorkatk auf 100 ccm Wasser (nicht filtriert) 





0 0,06 | 0125 | 0,25 0.5 1 2 3 4 
3.Tag 23,24,18 24, 24 24 22/22, 25 25, 23/23, 18 19, 20 23, 20 23, 20 
4. 2 7; =. 2 2 © aa. +. ol +} 2 

Durchschnittliche Keimgeschwindigkeit. 
3,120 3,04 3,061 3,040 | 3,040 3,163 3,220 3,122 3,122 
Wertungszahl. 
| 100 102 | 100.6 | 101 102 93 | 91 97 97 
Dosis curativa: 1 g (Chlorkalk filtriert auf 100 cem H,0O). 
Dosis toxica: 1 g (Chlorkalk auf 100 ccm H,O unfiltriert). 
Chemotherapeutischer Index: c/t— '/, = 1. 


be] 
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Der chemotherapeutische Index ist hier in Gramm Chlorkalk auf eine 
bestimmte Menge Wasser zu verstehen. Bei der Bestimmung der Dosis 
curativa handelt es sich um filtrierte Lésungen, bei der Bestimmung der 
Dosis toxica um die gleichen Lésungen, die aber unfiltriert sind. Dieser 
kleine orientierende Versuch illustirert bereits einigermaBen, daB dem Chlor- 
kalk in dieser Richtung keine groBe Zukunft beschieden sein diirfte, daher 
lieBen wir es bei diesen Versuchen bewenden. Uspulun ist jedenfalls auch 
in praktischer Hinsicht dem Chlorkalk weit iiberlegen, der einzige Vorteil, 
den der Chlorkalk uns bietet, ist seine Billigkeit. Die Unléslichkeit des 
Chlorkalks in Wasser ist ein rechter Ubelstand. Auch ist anzunehmen, 
daB er, wie schon angedeutet wurde, bei Feldversuchen wegen seiner 
schlechten Benetzungsfahigkeit, die wir bei den Laboratoriumsversuchen 
mit Weizen durch die Alkoholvorbehandlung verbessern muBten, ganz 
versagen wird. Tatsachlich wird der chemotherapeutische Index fiir Labo- 
ratoriumsversuche etwas giinstiger ausfallen, da wir ja bei den Sporenbeiz- 
versuchen filtrierte Lésungen verwendeten, die einen niedrigeren Chlor- 
gehalt haben, als die entsprechenden unfiltrierten Lésungen. 


XIII. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. An der Hand von Desinfektionsversuchen mit Chlorkalk wurde 
die Schwierigkeit einer verlaBlichen ,,Totaldesinfektion“ besprochen. 
Art und Starke der Infektion, Herkunft, Lagerung und Oberflachen- 
beschaffenheit des Samens sind Mitbestimmer fiir das Gelingen bzw. 
Versagen einer energischen Desinfektion. 

2. Infolge dieser Schwierigkeiten wird die Bedeutung der aseptischen 


Gewinnung der Samen gewiirdigt. 

3. Wird der erfolgreiche Versuch gemacht, eine Briicke zwischen 
bekannten Steinbrandbeizmitteln und Samendesinfektionsmitteln zu 
schlagen. 

4. Wird Uspulun mit der Einschrankung, die fir alle Beizmittel 
gilt, als geeignetes Samendesinfektionsmittel fiir die sterile Kultur 
héherer Pflanzen empfohlen. 














Uber den Fermentstoffwechsel der Bakterien’). 


II. Mitteilung: 
Aerobe Glykolyse und die Spaltung einiger anderer Zuckerarten durch B. coli. 
Eine neue Mikrosaccharasebestimmung. 


Von 
P. Rona und H. W. Nicolai. 
(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin, Charité.) 
(Eingegangen am 28. April 1926.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Bei den bisherigen Untersuchungen iiber den aeroben und an- 
aeroben Zuckerabbau durch B. coli?) wurde es als Mangel empfunden, 
daB nicht in jedem Fall die Spaltung vom Beginn ab verfolgt werden 
konnte. Besonders bei den aeroben Bestimmungen hatte es den 

Anschein, als ob die Austreibung der 


i pee CO,- und der O,-Verbrauch zu Anfang 
nicht im geradlinigen Verlauf vor sich 














& geht. Um auch hieriiber Klarheit zu 

A ‘4 8B § schaffen, wurden weitere Bestimmungen 
eolencatiantipmsanaateset ll mit einem besonderen GefaiB vorgenommen 
bo nensenaiilep santas ’ (Abb. 1), bei dem auBer der Absorptions- 
Abb. 1. lauge die Bakteriensuspension und die 


Substratlésung getrennt eingefiillt werden. 
Erst nach vélligem Temperaturausgleich wurden durch mehrfaches 
Hin- und Herneigen des GefiBes die Bakterien mit dem Zucker in 
Reaktion gebracht. 


1) Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft und der Rockefeller-Stiftung ausgefiihrt. 
2) Diese Zeitschr. 172, 82, 1926. 
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Die Resultate sind in Tabelle III enthalten und zeigen, daB die 
friher vermuteten, anfinglich starkeren CO,-Mengen mit dieser ver- 
besserten Methode nicht wieder gefunden werden (s. Tabelle III). 


Eine weitere Frage ist die des Zuckerverbrauchs bei der Anwesen- 
heit von O, im Gasraum. In der Anoxybiose war festgestellt, daB ein 
Molekiil Zucker unter Bildung zweier Molekiile fixer Siure zerfillt; 
die dabei auftretenden Spaltprodukte geniigten, um auch ohne Zucker 
in der Aerobiose einen O,-Verbrauch zu veranlassen. In weiteren Ver- 
suchen wurde nun der Zuckerverbrauch wahrend der aeroben Spaltung 
beobachtet. Die folgende Tabelle IV zeigt vergleichsweise einen Versuch 
in 5proz. CO, in N, und in Luft mit KOH-Absorption der dabei auf- 
tretenden CO, (s. Tabelle TV). 

Bezieht man den verbrauchten Zucker im anaeroben Versuch auf 
die freiwerdende C O,, so entspricht ein Molekiil Glykose zwei Molekiilen 
Saure. Bei dem Bestreben, auch fiir die in Gegenwart von O, sich 
abspielenden Vorgange eine Relation zwischen dem Zuckerverbrauch und 
den Gasen zu finden, st68t man auf gewisse Schwierigkeiten, die darin 
ihren Grund haben, daB das Verhiltnis CO,:0O, kein konstantes, 
sondern von der Vorgeschichte, dem Alter der Bakterien usw. abhangig 
ist. Wiirde man im vorliegenden Falle die verbrauchte Zuckermenge 
auf die entstandene CO, beziehen, so wiirde, da bei der angewandten 
Kultur der Quotient CO, : O, annahernd gleich 1 ist, wieder ein Molekiil 
Zucker zwei Molekiilen CO, entsprechen. 

Weitere Untersuchungen mit verschiedenen anderen Zuckern 
zeigen neben Tabelle 1V die Tabellen 1 und I. Es wurde in der bisher 
beschriebenen Weise eine 3prom. Lésung der anoxybiotischen Spaltung 
unterworfen und auBerdem in der Aerobiose der Sauerstoffverbrauch 
gemessen (s. Tab. I u. II). 

Bezieht man die pro 10! Zellen entstehenden oder verbrauchten 
Gasmengen in Kubikzentimeter auf 1 Stunde, so ergeben sich folgende 
Stoffwechselquotienten. 





No 
Vc 0, Qo, 


272 Glycose 176 
260 Lavulose 156 
106 Maltose 140 
0 | Saccharose 0 
12 Arabinose 74 
10 | Xylose 51 


Diese Werte lassen sich bei der gleichen Kultur innerhalb weniger 
Tage mit geringen Abweichungen reproduzieren. Wechselt man den 
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Stamm, oder laBt man die gleiche Kultur auf dem Nahrboden alter, 
so andern sich die Quotienten Qco,, besonders Qo,,. 

Ebenso ist eine Maltase, d.h. ein anaerob Maltose spaltendes 
Ferment nicht bei allen Stammen von B. coli angetroffen worden. 


Der Umstand, daB Coli in der Anoxybiose Saccharose nicht auf. 
spaltet, dagegen seine Spaltprodukte in Saure zerlegt, fiihrte uns dazu, 
eine Saccharasebestimmung auszuarbeiten, bei der die Hexosen nicht 
polarimetrisch, sondern biologisch nachgewiesen werden. 

Zum Zwecke der Saccharasedarstellung wurden 100 g Backerhefe 
mit 10g Toluol im Mérser verrieben, nach 1 Stunde 200 ccm Wasser 
zugefiigt und hierzu unter haufigem Umschiitteln in einem Wasserbad 
von 30° alle 10 Minuten einige Tropfen 10 proz. Ammoniaks hinzugefiigt, 
bis eine Tiipfelprobe neutrale Reaktion gegen Lackmus ergab. (Vergl. 
hierzu die Arbeiten von Willstdtter.) Nach Auffiillung auf 1 Liter 
wurde bei 6000 Touren '% Stunde zentrifugiert, im Zentrifugenklar 
das EiweiB vorsichtig durch n-Essigsiure gefallt und die eiweiBfreic 
Lésung unter Toluol zur weiteren Benutzung aufbewahrt. 

Das Ferment wurde zunichst in der iiblichen Art gepriift. Zu 
5cem einer n/5 prim. Phosphatlésung, in der 20g Saccharose gelist 
waren, wurden 15 ccm der Fermentlésung gegossen und das ganze bei 30° 
im Wasserbad aufbewahrt. Sofort bei Beginn des Versuchs sowie 
nach 30 und nach 125 Minuten wurde in 15 ccm des Reaktionsgemisches 
die Spaltung mit 3ccm 10proz. Sodalésung unterbrochen und die 
noch nicht klare Lésung mit 6 cem Bleiessig gefallt. Die Polarisation 
ergab 


Seen ok Yow 6 Se 
30 ot ~ ahd ae x SS al Sr 
125 - ee ae. eae a Se CS 


Eine weitere Spaltung wurde nun direkt in den GefaiBen vor- 
genommen (s. Tabelle’ V). 

Die Abbildung zeigt nur den Druckablauf in Millimetern. Es 
ist ersichtlich, daB in GefaB 25 nicht geniigend neutralisiert wurde, dal 
ferner in den anderen GefaiBen zu viel Saccharase anwesend war, so 
daB die Aufspaltung der groBen Hexosemengen durch Coli noch nach 
1 Stunde nicht beendet war. Als wesentlich soll noch erwahnt werden, 
daB glykolytische oder vergirende Fermente in unserer Saccharase- 
Jésung nicht vorhanden sind, wie die Kontrolle in Gefi® 21 zeigt. 

Zur eigentlichen Bestimmung nun wurden Saccharose zu 1 Proz. in 
98 ccm H,O gelést, 2ccm der Saccharaselésung hinzugefiigt und das 
ganze mit einem stindigen Strome reiner CO, bei 30°C durchspiilt 
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Zu Beginn, nach 11 und nach 20 Minuten wurde eine Probe entnommen. 
Das Ergebnis ist aus Tabelle VI zu ersehen. 

Die Kontrolle im GefaiB 21, die mit einer 0,55 prom. Lavuloselésung 
angestellt wurde, zeigt auch bei dieser Hexose die Aufspaltung in 
2 Molekiile Siure, so daB die verschwundene Saccharose im ganzen 
durch 4 Molekiile CO, nachgewiesen wird und ein Molekiil Maltose- 
hydrat 4 Molekiilen CO, entspricht. 

Rechnet man hiernach die Werte C Og, die bei 0, 11 bzw. 20 Minuten 
resultieren, in Milligramm Saccharose um, so erhalt man folgende Mengen : 





Saccharosehydrat 
mg 


Nach 


0 Min. 0 
- . 0,266 
20 | 0,310 


Man ist also in der Lage, einen Umsatz von einem halben Mikromol 
Hexose bzw. einem viertel Mikromol eines Disaccharids mit einem 
Fehler von héchstens 1 Proz. festzustellen. 

In einer weiteren Mitteilung werden wir iiber die Anwendung 
dieser Methode berichten. 

Bei der technischen Durchfiihrung der Versuche leistete uns 
Fraulein Lewin wertvolle Hilfe. 


Tabelle I. Abb. 2. 


Anaerobe Spaltung von Maltose (21), Saccharose (23), Lavulose (24), 
Glykose (25), Arabinose (26), Xylose (27) durch B. coli. Es wurden 
10cem der 3prom. Zuckerlésung in R (10) in das GefaB und 0,5 ccm 
Bikterienemulsion in die Retorte eingefillt und erst nach vélligem 
Temperaturausgleich durch Umschiitteln gemischt. 





Gefa®-Nr. . . a 23 24 5 26 | 27 
Gemischt nach - | 80" 105" 259” | 2” |e” 
mm cmm } mm cmim mm cmm mm cmm) mmcmm mm cmim 


7Min.. . 105 60—05—0 | 105 65 90 50 1005) 1005 
10 .. 160 90405 0 200125 185105 3015 3015 
15 .. 230140 15 1,0 360225 365205 5025) 6025 

320190 25 1,5 505 320 560310 6533 65 35 

385 23,0 30 15 645400 755420 8045 7,5 40 
15 79,0 49,0 95,5 53,0 8545 8040 
2.0 131,0 82,0 1595 88,5 11560 85 45 


, 


- , 46,0 270) 25 
69,5 410 35 


| 7,290 | 7,059 7,626 6872 6589 | 6,457 
| 0593 | 0,573 0,623 0,557 0.532 0,521 


Die Auszithlung der Bakterien im Dunkelfeld (Okular 20, Objektiv 
20, Kardioidkondensor Zeiss) ergab in der zehnfach verdiinnten Emulsion 
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im quadratischen Gesichtsfeld von 0,1 mm Seitenlange im Mitte! 
20 Zellen bei 244 Kammerhdéhe, entsprechend 1 . 10’ pro Kubikzenti- 


meter. 


























100, 
N 
S} 
S 
8&0 
S 
60}- 
40 
20 
Arabin Xylose, Sacharase 
— 
a 40 20 30" 40° 50’ 


Abb. 2 (zu Tabelle I). 


Tabelle II. 


Der Sauerstoffverbrauch bei der Veratmung von Maltose (21), 
Saccharose (23), Lavulose (24) und Glykose (25). Es wurden je 0,8 ccm 
der 3prom. Zuckerlésung in R (10) mit 0,4 Colisuspension vermischt, 
in das GefaB und 0,3 NaOH (30 Proz.) in die Retorte eingefiillt. 





GefaBeNr. . . 21 23 a4 25 

mm cmm mm cmm mm cmm mm cmm 
SMin.../| =—115 60/—20 10/—160 80 | —MS5 70 
a a 25,0 13,0 35 15 29.0 160 30,0 145 
er is 37,0 190 50 25 41,0 220 425 205 
a 49.0 25,0 70 35 56,0 305 57.0 275 
2% , 60,5 31,0 80 40 67,5 365 69,5 335 
72,0 37,0 90 45 805 43,5 82,5 39.5 
45 , 105,0 54,0 100 50 1225 66,5 124.0 595 
rs. 5 7,290 7,054 7,626 6,872 
ko, 0,512 0,492 0,542 0,480 


Die Zellenzahl ist die gleiche wie in Tabelle I. 
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“Abb. 3 (zu Tabelle II). 


Tabelle III (Abb. 4). 


Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs und der Kohlensdurebildung 


bei der Veratmung von Glykose durch B. coli 


. 


Es wurden 1,0 einer 


3prom. Glykoselésung und 0,5 Bakterienemulsion getrennt eingefillt 
und erst nach annaherndem Temperaturausgleich gemischt. 
GefaB 29 wurde auBerdem 0,3 NaOH (30 Proz.) in die Retorte ein- 
gefiillt. Wiederholung (zweiter Versuch) in GefaBen 24 und 29 mit 


0.8 Zuckerlésung und 0,4 Bakterienemulsion. 


In 





efaB-Nr. . . 2 235 24 29 
pemischt nach SO” oo” can 7” oom 0” 
|, 22 com mm 4 CO, mm * CO, mm mm 
3Min.. . |. 25 17 +10- 35 25 -10 -31 13)+ 20 -14) 0 
6 , .. |-100 69 +05- 123 72-35 108 45 - 40 29| 0 
0 . .. = 220 152 £15 - 31,6 167 -60 280 136 - 95 68 -05 
5, .. = 40,0 22,7 -45 - 57,5 300 -85 51,0 265 - 255 182 -05 
. .. |= 56,0 38,7 -45 - 805 425,-85 71,5 39,0 - 395 23,2 .10 
. + |= 980 643 -3,5 -134,0 72,5/-8,5 1190 69,0 - 67,0 480 +50 
. |-143,5 99,0 | +1,0 -207,0 116,0|-2,5 1820 112.0 -100,5 785 +7,5 
| 
ee | 9,635 6872 7,626 9,635 
++. | 0601 0,480 0,542 0,718 
eek: = 0,557 0,623 — 


24 
18” cmm 
*) co, 


25 16 
6.1 32 
120 75 
32,0 205 
425 27.5 
84.5 56.5 
138,0 92.0 


7,626 
0,568 
0,632 


*) Die Zahlen in den mittleren Spalten sind die Druckabnahmen in mm fur Oy, die ein: 
getreten waren, wenn nicht gleichzeitig der Druck durch die gebildete CO, beeinfluBt ware. Aus 
der Differenz zwischen der mittleren und der ersten Spalte, den tatsichlich abgelesenen Drucken, 
ergeben sich die mm fiir die Berechnung der cmm CO, der dritten Spalte. 
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Die Zahlung der fiinffach verdiinnten Emulsion ergibt im Mitte! 
28 Zellen, entsprechend 0,7 . 10" pro Kubikzentimeter. 
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Abb. 4 (zu Tabelle III). 


Tabelle IV (Abb. 5). 


Die folgende Tabelle enthalt zwei Versuche. In GofaB 21 und 23 
wurde der Sauerstoffverbrauch bei der Veratmung einer 3prom. Ara- 
binose bzw. Xyloselésung verfolgt; Bakterienzahl 0,7 . 10°° pro Kubik- 


50’ 


In GefiB 29 und 25 ein Versuch analog der Tabelle III 


ausgefiihrt, um diesmal die Gismengen zu dem Zuckerverbrauch in 
In 26 lauft eine anaerobe Spaltung ab, bei der 


Beziehung zu setzen. 





GetaB-Nr. 21 
mm cmm 
4 Min. . 0 
7. « «t= 2) 
— . — 60 25 
 _ —105 55 
- « —180 90 
30 , — 29.5 15.0 
45 , — 53,0 27,0 
Phar. 7,290 
ko» ° 0,512 


— 05 0 
— 20 
65 3.0 
—110 
—195 95 
—35,5 17, 


7,059 
0,492 





0,8 Zuckerl., 0,4 Bakt., 0.3 NaOH 





GefaB-Nr. . . 
Gemischt nach | 


| 


3 Min... 
8 . 

i) 

12 
15 
20 


30 
45 


ss swvsvw es 


0 63,0 
160,0 101,0 


kc O, = 0,632 


29 
40" 


cmin 





2.0 
6.0 
9.5 
14.5 
19.5 
27,5 
440 
69.0 


0,718 
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CO, gebildet wird, in 29 wird der O,-Verbrauch gemessen. Die Anfangs- 
konzentration der Glykose wurde nach der Methode von Hagedorn- 
Jensen zu 3,54 Prom. bestimmt. 


cmm 
120 




















i i 
20 J0 


Abb. 5 (zu Tabelle IV). 


Der Inhalt der GefaBe 25 und 29 wurde 50 bzw. 52 Minuten nach 
Beginn des Versuchs zehnfach verdiinnt und nach Hagedorn-J ensen 
der Glykosegehalt bestimmt. Die gefundenen Werte (in mg) bei 1,0 
bzw. 0,75cem dieser Verdiinnung zeigt folgende Tabelle: 





GefaBeNr. . . 25 29 


0,200 0,202 
0,151 0,155 


Um aus diesen Zahlen den Zuckerverlust zu berechnen, muB man 
entsprechend der Verdiinnung zunichst mit 10 und nochmals mit 1,5 
multiplizieren, da ja bei Beginn des Versuchs bereits 0,8 cem Glykose- 
lésung mit 0,4 Bakterienemulsion gemischt wurde. Es ergibt sich dann, 
daB die verwendete 3,54prom. Glykoselésung in Gefai8 25 auf einen 
Gehalt von 3,01 bzw. 3,02 Prom., und in GefaB 29 auf 3,09 
3,03 Prom. gesunken ist. Bei den angewandten Mengen von 0,8 ccm 
entspricht das im Mittel einem Verlust von 0,428 mg im anaeroben 
und 0,384 mg im aeroben Versuch. 
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Tabelle V. 
Vorversuch zur Bestimmung der Saccharase. 
Bei diesem Versuch wird die vorbereitende Spaltung der Saccharose 
durch das Invertin in den GefiBen selbst durchgefiihrt. Zu diesem 









































Gee. 5 5 2 ses 21 23 24 25 
mm | mm mm mm 
ee 0 20.0 20.0 10,0 
ee m —10 50,0 48,0 33.0 
Bere oor —05 82,5 78,0 57,0 
— Pe + 05 118.5 111,0 80,5 
Oe aa! ce a + 05 155,0 147,0 104.5 
See 0 221.0 207,0 123,5 
Re eee tae —_ 273.0 126.5 
* Poe | 0 = i 
30 a ek ee 515 0 1290 
ee By 2155 165.5 129.0 
BD gg sees Weitere gleichmaBig 
ee) mate as starke Spaitung 
De) at adn 
600 
mm 
500 — 
¥00 ———— 
300+ | = 
200|—— . +—__—__—_ 
100 E eons 
| | 
= 
=e i 
0 20 40 60 


Abb. 6 (zu Tabelle V). 


Zwecke wurden in 23 und 24 0,3.ccm Saccharaselésung und 0,7 ccm 
einer lproz. Saccharoselésung in R (0) eingefiillt und bei Zimmer- 
temperatur 20 bzw. 40 Minuten reine CO, durchgeleitet. Nachdem 
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das Ferment durch direktes, vorsichtiges Erhitzen abgetétet und das 
Reaktionsgemisch mit etwa 0,05 g NaHCO, in Substanz versetzt 
war, wurde nach weiterem Zusatz von 0,5ccm Bakterienemulsion 
{Aufschwemmung von reiner Colikultur auf Schragagar in R (10)] das 
ganze der anaeroben Spaltung unterworfen. Als Kontrolle diente 
in 25 ein analoger Versuch ohne Saccharose. In GefaB 21 wurde ferner 
die Spaltung des Rohrzuckers bei Gegenwart von O, durch Saccharase- 
lésung ohne B. coli beobachtet. 


Tabelle VI. 
Saccharasebestimmiung. 


Aus dem Ferment-Substratgemisch wurden die Proben bei Beginn 
der Spaltung und nach 11 bzw. 20 Minuten entnommen, das Invertin 
durch Aufkochen zerstért und nach Neutralisation mit Bicarbonat 


140, 





Laevu/ose 
































a | 
JO 40 50 
Abb. 7 (zu Tabelle VI). 





gegen Lackmus 1,0 ccm in GefaB 26 bzw. 27 und 22 untersucht. 23 ist 
eine Kontrolle mit Ferment ohne Substrat, die der Einwirkung von 
Coli ausgesetzt wird, 25 eine anaerobe Lavulosespaltung durch Coli bis 
zum volligen Verschwinden des Zuckers. 
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Sa 25 23 26 27 22 
Gemischt nach... . 15” ww" oo” 80"" 100" 
mm cmm mm cmm mm cmm | mm cmm mm cmm 

ae 80 45 —6535 —1005 60 80 40 20 
wo , ..... | 165 85'—75 45! + 5025 | 31,0 160 | 27,0 140 
6b , ..... | 25 170 —8045 +75 40 | 63,0 33,0 | 59,0 305 
20 , ..... 460 250 —8045 +8045 97,0 50,5 | 97,0 500 
ree 0 0 

a 66,0 370 —8045 +8045 155 80 265 140 
30, 89,0 49.5 +8045 240 125 | 680 350 
35 Cs 1140 63,5 +8045 255 13.0 | 96,0 495 
40. 138,0 77,0 25,0 13,0 99,0 51.0 
50, 194,0 108,0 25,0 13,0 99,5 515 
S&S . ..... (83180 1165 98,5 51.0 
i ag ee 0 

60, 145 80 
\ Big 25,5 14,0 

” . 290 160 

Ss . 29.0 16,0 

~~ G 29.0 16,0 

Pe ee ee 6,872 7,059 6,589 6,457 6,441 
ea 0,557 0,573 0,532 0,521 0,518 

Berichtigung 


zur Mitteilung von Artturi I. Virtanen, Der Mechanismus der Insulin- 
wirkung, diese Zeitschr. 171, 76, 1926: 


S. 78, Zeile 21 von oben: 
‘statt Phosphatase soll es heiBen Phosphatese. 





